


53 


AR Ea TR POI Aa I asta ered Si MEE SE ine ret MAIR eb > Si Sai, EE 

















Sk CNS Galt Sry Neale oh wan teat 



























Biochemische Zeitschriit 


Unter Mitwirkung von 
E. Abderhalden-Halle a. S., M. Ascoli-Palermo, L. Asher-Bern, A. Bach Moskau, G. Barger 
Edinburgh, M. Bergmann-Dresden, G. Bertrand- Paris, A. Bickel-Berlin, F. Blumenthal-Berlin, 
Fr. Boas - Miinchen, A. Bonanni- Rom, F. Bottazzi- Neapel, G. Bredig - Karisruh: i. B., 
WIL. Butkewitsch-Moskau, M. Cremer-Berlin, R. Doerr-Basel, A. Durig-Wien, R. Ege-Kopen 
hagen, F.Ehrlich-Breslau, H.v. Euler-Stockholm, S. Flexner-New York, A. Fodor-Jerusalem 
J.Forssman-Lund, S. Frankel-Wien, E. Freund Wien, H. Freundlich-B -riiy, E. Friedberger 
Berlin, E. Friedmann-Base!, O. Fiirth-Wien, F. Haber-Berlin, M. Hahn-Berlin, E. Hammarsten- 
Stockholm, P. Hari-Budapest, F. Hayduck-Berlin, E. Hagglund-stockhoim, V.Henri-Zirich 
V. Henriques-Kopenhagen, R. O. Herzog-Berlin, K. Hess-iserlin, W. Heubner-Heidelbery 
R. Hober- Kiel, P. Karrer-Ziirich, B. Kisch-Kéin. G. Klein- Heidelberg, W. Klein- Bonn 
A. J. Kluyver-Delft, M. Kochmann-Halle a. S.. R. Krimberg-Riga, F.Landolf-uenos Aires 
L.Langstein-Berlin, E.Laqueur-Amsterdam, O.Lemmermann-Berlin, P. A. Levene-New York 
S. Loewe-Mannheim, A. Loewy- Davos, H. Liiers-Minchen, Th. Madsen- Kopenhagen, 
A. Magnus-Levy - Berlin, E. Mangold- Berlin, L. Marchlewski-Krakau, P. Mayer- Karlsbad 
A. Mc Kenzie-Dundee, J. Meisenheimer-'liibingen, Kurt H. Meyer-Ludwigshaten,O. Meyerhof 
Heidelberg, L.Michaelis-New York, H. Molisch-Wien, H. Murschhauser- |iisseldorf, W. Nernst 
Berlin, C. v. Noorden- Wien, Orla-Jensen-Kopenhagen, W.Ostwald- Leipzig, A. Palladin-Char 
kow, J.K. Parnas-Lemberg, W. Pauli-Wien, W.H. Peterson- Madison, R. Pfeiffer-Brestau, 
E. P. Pick-Wien, L. Pincussen-Berlin. J. Pohl-Hamburz, Ch. Porcher Lyon, D.N. Prianisch- 
nikow-Moskau, H.Pringsheim-Berlin, A. Rippel-(iottingen, P. Rona-Berlin H. Sachs-Heide! 
berg, S. Salaskin- L ningrad, T. Sasaki-Tokio, B. Sbarsky-Moskau A. Scheunert- Leipzig, 
A. Schlossmann- Diisseldorf. E. Schmitz-Breslau, J. Snapper-Amsierdam, 5S. P. L. Sérensen 
Kopenhagen. K.Spiro-Basel, J. Stoklasa-Prag, W. Straub-Miinchen. H. Steenbock-Madison, 
K. Suto - Kanazawa, U. Suzuki- Tokio, K. Thomas- Leipzig, F. Verzar-basel, A.1. Virtanen 
Helsingtors, O.Warburg-Berlin, H. J. Waterman- Delft. G. v. Wendt-Helsingfors, E. Widmark 
Lund, A. Wohl-Danzig, J. Wohlgemuth-Berlin, N. Zelinsky-Moskau 


herausgegeben von 
C. Neuberg, BerlinzDahlem 


unter redaktioneller Mitarbeit von M. Jacoby- Berlin 


245. Band 


Verlag von Julius Springer 
1932 
























Druck von Friedr. Vieweg & Sohn Akt.-Ges., Braunschweig 


Printed in Germany 














Inhalt. 


Thoms, Hermann # . 

Fischer, Franz, R. Lieske und K. Winzer. Biologische CGasreaktionen. 
Il. Mitteilung: Uber die Bildung von Essigsaure bei der biologischen 
Umsetzung von Kohlenoxyd und Kohlensiure mit Wasserstoff zu 
Methan ‘ 

Kluyver, A. J. und F. L. W. van Roosmalen, Uber die Vergiirung der 
Trehalose . 

Dijk, J. A. van, R. T. A. Mees und H. 1. Waterman. Der Finflu® des 
Hartens auf die natiirlichen Nebenbestandteile der Ole 

Freund, E. und R. Katz. Biochemie der Agglutinine 

Frinkel, Ernst, Paul Geréb und Ruth Simke. Untersuchungen iiber 
Diastasegehalt und -aktivierung im Urin von Krebskranken und 
anderen Erkrankungen. 

Doxiades, Thomas. Uber den EinfluB der chemischen Zusammen 
setzung auf die Gewebsatmung. 

Groak, B. Uber die Messung der Wasserstoffionenkonzentration gas 
reicher Fliissigkeiten . 

Murata, M. Uber die parenterale Resorption von Kolloiden. IV. 

Herzfeld, E. Beitrage zur Kenntnis der Glykosurie und Maltosurie 

Sjollema, B. und J. W. Dienske. Chlorbestimmung auf nassem Wege 
in organischen Substanzen 

Wendt, H. Die Zusammensetzung des Diinndarminhaltes normale 
Hunde nach Fettmahlzeit 

Bostrém, G. Die garungsférdernde Wirkung von Tumorextrakt und 
seine Beziehung zum Rosenthalschen Aktivator 

Silberstein, F.. L. Tuehman und A. Glaser. Untersuchungen iiber den 
intermediaren EiweiBstoffwechsel. III. Mitteilung: Versuche an 
Hunden mit Leberschadigungen und Eckscher Fistel 

Ehrenberg, Paul, Ernst Ungerer und Helmut Klose. Ammonium 
bicarbonat als Kraftfuttereiweibersatz bei der Fitterung von 
Milchkiihen 

Belitzer, W. A. und E. N. Gorkin. Uber die Natur der Zymasegairung 

Wacker, Leonhard. Zur Methodik der Blutanalvse. (Bestimmung 
von Cl, Na, K und Lipoiden wie Lecithin, Cholesterin, Cholesterin- 


ester und Neutralfett im Blutserum.) . 


Parnas, J. K. Uber die postmortale Ammoniakbildung im Muske! 


Seite 


sv) 


102 


118 


146 


149 


159 























IV Inhalt. 


Karezag, L. und M. Hanak. Spektrographische Studien an mensch- 
lichen Korperfliissigkeiten 

Lustig, B. und L. Landau. Uber den Gehalt des normalen Harnes an 
Kohlenhydraten und deren Beziehungen zur Nahrung 

Jermolenko, N. Uber die innere Reibung von Proteinsolen in Ab- 
hingigkeit von der Zusammensetzung der Asche . 

Ettiseh, G. und Ginter Viktor Schulz. Molekularmorphologische und 
molekularkinetische Untersuchungen an Proteinen. Il. Mitteilung: 
Die elektrochemische Analyse der Einwirkung von Alkali auf Casein 

Vita, Nerina. Uber die Ausniitzung des atmosphiarischen Stickstoffs 
durch keimende Samen (Beobachtungen an Lupinensamen bei be- 
sonderen Umgebungsbedingungen ) 

Scharrer, K. und W. Sehwartz. Die Wirkung des Jods auf Hefe. I. 

Cannavd, Letterio. © Hypophysenvorderlappenhormon und Mg-, Ca- 
und P-Gehalt des Blutes 


Freudenberg, K. Notiz iiber das optisch aktive Phenyl-acetyl-carbinol 


Berichtigung 

Orskov, Séren L. Der Gehalt an Milchsaéure und ,,X-Siéuren‘t im Blut 
und in Organen bei Ruhe, nach Muskelarbeit und bei verminderter 
Sauerstoffzufuhr 

Euler, Hans y. und Ebba Virgin. Carotinoide und Vitamin A im Blut- 
serum und in Organen héherer Tiere 

Baudisch, Oskar. Uber den EinfluB von Eisenoxyden und Ejisenoxyd- 
hydraten auf das Wachstum von Bakterien 

Baudiseh, Oskar und René Dubos. Uber Katalasewirkung von Eisen- 
verbindungen in Kulturmedien 

Moller, Knud 0. Zur quantitativen Bestimmung kleiner Bromid- 
mengen in Blut und Harn 

Zirm, Konrad L., Fritz Reuter und Harry Willstaedt. Zur Kenntnis der 
peroxydatischen Wirkung. I. Mitteilung: Eine quantitative Be- 
stimmung der peroxydatischen Wirkung mittels Benzidin . 

Ernst, Z. und St. Karady. Einflu8 des Ergotamins auf die alimentare 
Hyperglykimie hei Leberschidigung durch Phosphorvergiftung 

Fuchs, Hans J. und M. vy. Falkenhausen. Eine neue Mikro-Stickstoff- 
bestimmungsmethode und ihre Anwendung bei der ,,CaR‘“ (Krebs- 


reaktion) . 
Salvadori, Caspar. Der EinfluB kleiner Mengen elementaren Jods auf 
den Energie- und EiweiBumsatz des Hundes. 


Seite 


166 


189 


210 


234 
238 


238 


304 


314 

















Inhalt. 


Bach, E. und L. Lovas. Esterspaltende und -synthetisierende Wirkung 
der aus verschieden ernihrten Schweinen gewonnenen Pankreas- 
praparate. 

Fodor, A. und Sonja Kuk. Der Abbau des Caseins dureh Auflésung in 
Resorcin und die I[dentitiit der Abbauprodukte mit den durch 
heiBes Glycerin gewonnenen. Der Begriff der Akropeptide. XI. Mit 
tellung zur Ermittlung der EiweiSstruktur 

Janke, Alexander und Franz Sekera. Die Bestimmung des Wasserstofft- 
exponenten mittels des Pulfrich-Photometers. IT. Teil 

Przytecki, St. J. von und 8S. Dobrowelska. Untersuchungen iiber die 
Bindung der Biokolloide. IV. Teil: Bindungen zwischen Amylo- 
pektin und Eiwei8kérpern oder ihren Abkémmlingen . 

Schmitz, Adolf und Felix Wulkow. Zur Kenntnis der Serumproteine 
des Menschen. Uber die FiweiBverteilung in menschlichen Seren 
unter normalen und pathologischen Verhialtnissen. Ein Beitrag zw 
Serodiagnose von Tuberkulose und Carcinom 

Euler, H. y. und Tore Philipson. Wasserlésliche Wachstumsfaktoren 

Rudy, Hermann. Untersuchungen iiber die Vorginge bei der Mas 
kierung von Haptenen durch Lipoide . 

(rigon, A., M. Noverraz und E. Hoffmann. Kalorimetrische Bestimmun- 
gen im Blute. Blutkérperchen, Blutserum und Blutplasma bei ge- 
sunden und kranken Menschen und beim Tier . 

Kael, Karel. Der FEinflu®B der Muskelarbeit auf den Kreatin- und 
Kreatiningehalt im Blate normaler Menschen 

Biilow, Margarete und Erie G. Holmes. Die Sauerstoffaufnahme und 
Ammoniakbildung von Gehirn bei Gegenwart narkotisch wirkender 
Stoffe Stet Mae gh tes eal oe te ae le ce A a ak 

Bersin, Theodor. Die Beschleunigung der Dehydrierung von Mercapto- 
verbindungen durch Metalle. Ein Versuch zur Erklarung der 
oligodynamischen Wirkung der Metalle eee ee 

Vries, A. M. de. Uber den ..Gebundenen Zucker’ des Blutes und die 
Moéglichkeit seiner Beeinflussung durch Organpriiparate . 

Das Verhalten des sogenannten gebundenen Blutzuckers, der redu- 
zierenden Substanz (Hy-S) im Blutplasma des Menschen 

Simon, Ernst. Uberfiithrung von Milchsaéure in Brenztraubensaure 
mittels Bakterium Delbriicki Se eee <i as Pee 

Scheunert, A. Bemerkungen zu der Arbeit von L. P. Rosenow: .,.Uber 
das Vitamin der Massenbildung (M)‘‘ 


Berichtigung 


Autorenverzeichnis 


350 


362 


388 


408 


418 


431 


$59 


466 


473 


480 


{88 


494 


495 
496 












































Garungsférdernde Wirkung von Tumorextrakt usw. 10] 


Zusammentassung. 

Verfasser hat die Einwirkung von Extrakten aus Rattentumoren 
auf den Stoffwechsel der Rattenleber untersucht. 

Die Untersuchung gab folgende Resultate : 

1. Der Tumorextrakt steigert die anaerobe Milchsduregirung bei 
Leber von ernadhrten Ratten um durchschnittlich 400°,. Die Ziffern 
variieren zwischen 827 und 124°). 

2. Bei Hungerratten ist diese Wirkung sehr gering. Die Garung 
wird auch hier bei Vorhandensein von Extrakt bis zu einem Werte von 
2,44 gesteigert, der die spontane Glykolyse der Leber ernahrter Ratten 
(2,19) nur unbedeutend iibersteigt. 

3. Spiilung in physiologischer NaCl durch 30 bis 60 Minuten vor 
Ausfihrung der Versuche setzt das Gairungsvermégen um etwa 35°, 
des Normalwertes herab. Verfasser nimmt an, daB diese Verringerung 
auf Extraktion eines Garungsaktivators beruht, der vermutlich mit 
der glykolyseaktivierenden Substanz des Tumorextraktes identisch ist. 

4. Der aus dem Tumor extrahierte Aktivator wird mit dem von 
Rosenthal supponierten Extragérungsaktivator verglichen, wobei wahr- 
scheinlich gemacht wird, daB die beiden Substanzen identisch sind. 

5. Untersuchung der Einwirkung des Tumorextraktes auf den 
Leberumsatz nach subcutaner Injektion ergibt, daB 48 Stunden nach 
der Einspritzung eine starke Senkung der Atmung sowie Steigerung 
der aeroben und anaeroben Milchsaiuregérung zu konstatieren ist. 

Verfasser weist auf die Ubereinstimmung zwischen dieser Stoff- 
wechselveranderung und der bei ,,allgemeiner Geschwulstdisposition® 
beobachteten hin. 


Die Untersuchung wurde mit Hilfe von Mitteln ausgefiihrt, die dem 
Verfasser von der Svenska Likaresillskapet aus Lotten Bohmans Fond fiir 
die Bekampfung der Krebskrankheiten zugeteilt wurden. 
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Untersuchungen iiber den intermediiren Eiweibstoffwechsel. 


III. Mitteilung: 
Versuche an Hurden mit Leberschadigungen und Eckscher Fistel. 


Von 
F. Silberstein, (Wien) L. Tuchman (New York) und A, Glaser (Wien). 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der Univer- 
sitat u. d. S. Canning Childs-Spital und Forschungsinstitut in Wien.) 


(Eingegangen am 11. Dezember 1931.) 
Mit 15 Abbildungen im Text. 


Die Bedeutung der Leber fiir den intermediaren Eiweibstoff wechsel 
legt es nahe, bei Leberschadigungen nach Veranderungen im Ablauf 
des intermediairen Proteinabbaues zu suchen. Trotzdem liegen bisher 
noch relativ wenig derartige Untersuchungen vor. 

Die ersten Autoren, die sich mit dieser Frage beschaftigten, wandten 
ihr Augenmerk den mit dem Harn ausgeschiedenen N-Fraktionen) besonders 
den Aminosduren zu (Frerichs u.a.m.). Dies war iibrigens schon dadurch 
bedingt, daB die Untersuchung des Blutes in dieser Richtung bis zur Aus- 
arbeitung brauchbarer Mikro- bzw. Halbmikromethoden durch van Slyke 
und Folin praktisch unméglich war. Da im allgemeinen die in 24 Stunden 
im Harn ausgeschiedene Aminoséuremenge bei Leberkranken wohl als 
Ausdruck der gestérten Desaminierung gesteigert ist, fiihrten Labbé 
und Bith (1) den Begriff der sogenannten ,,funktionellen Leberquotienten* 
ein. Sie verstehen darunter das Verhaltnis Aminosaéure-N : Gesamt-N im 
Harn. Dieses soll nach den genannten Autoren bei Lebergesunden zwischen 
0,5 und 3,5°,, nach anderen [Falk und Saal (2), Gldssner (3)| zwischen 
2 und 4°, betragen. Bei Leberschadigungen wurden viel héhere Quotienten 

bis zu 12°, — gefunden. Belastungen mit Pepton oder Glykokoll fiihrten 
zur Steigerung der Aminoséureausscheidung bei Leberlues, Cirrhosis hepatis, 
Leber-Ca (ausgedehnte Metastasen oder primiéres). Gldssner belastete 
Gesunde und Leberkranke mit 20 g Glykokoll oder 20 g Pepton oder 50 g 
Gelatine, Alanin oder Asparaginséure und fand, daB bei destruierenden, 
das Leberparenchym vernichtenden Prozessen die zugefiihrten Amino- 
séuren zum Teil nicht in Harnstoff iibergefiihrt, sondern als solche aus- 
geschieden werden. Masuda (4) wie Jastrowitz (5) bestatigten im wesent- 
lichen die Befunde Gldssners. Hetényi (6) brachte die zu untersuchenden 
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Personen durch mehrtagige konstante, quantitativ eingeschrankte Nahrung 
auf Harnstoffkonstanz. Hierauf erfolgte eine einmalige Belastung mit 
4 bis 8g Ammoniumcitrat. Lebergesunde synthetisierten die gesamte 
zugefiihrte N H,-Menge innerhalb von 24 Stunden zu Harnstoff. Bei Icterus 
catarrhalis, Lues hepatis, Lebercirrhose, chronischem Alkoholismus blieb 
die dadurch bedingte Steigerung der U* im Harn innerhalb der ersten 
24 Stunden ganz aus oder war vermindert. Erst am zweiten oder dritten Tage 
erfolgte die Ausscheidung. Frey (7) hat in einer breit angelegten Studie 
zur Diagnostik der Leberkrankheiten wohl als erster ausgedehnte Be- 
stimmungen des Aminosaéuregehaltes des Blutes bei gesunden und kranken 
Menschen, sowie bei normalen und experimentell geschadigten Kaninchen 
vorgenommen. Er priifte auch den Einflu8 oral zugefiihrten Glykokolls 
auf den Aminosaurespiegel im Portal- und Carotisblut. Wenn die damals 
erzielten Resultate infolge methodischer Schwierigkeiten auch nicht iiber 
Kritik erhaben sind. so geht aus ihnen doch hervor, da8 Zufuhr von Glykokoll 
den Aminosaurespiegel im Blute ansteigen laBt. Newberg und Richter (8) 
isolierten aus dem Blute eines an akuter gelber Leberatrophie erkrankten 
Menschen Leucin, Tyrosin und Lysin. Erst seitdem brauchbare Mikro- 
bzw. Halbmikromethoden zur Bestimmung von Aminoséuren zur Ver- 
flgung stehen, sind mehrmals derartige Analysen bei gesunden und kranken 
Menschen und Versuchstieren vorgenommen worden. Erwahnt seien hier 
zunachst Stadie und van Slyke (9), dann Rabinowitz (10). Feigl und Luce (11) 
haben durch ausgedehnte, eingehende Analysen die unterschiedlichen 
N-haltigen Fraktionen des Blutes in verschiedenen Stadien eines Falles 
von akuter, gelber Leberatrophie untersucht. Sie fanden mit Progredienz 
der Erkrankung fortschreitende Erhéhung der Aminoséurefraktion, die 
kurz vor dem Tode 140 mg-°, erreichte. Wowzi und Gelbird (12) fanden 
erhéhte Aminoséure-N-Werte nur bei akuter gelber Leberatrophie und 
Leukaimie. Schmidt (13) stellte bloB bei Leukaémie und akuter gelber Leber- 
atrophie Erhéhungen des Amino-N-Gehaltes fest, dagegen im Gegensatz 
zu friiheren Autoren normale Werte bei Pneumonie, Uraimie, Diabetes und 
perniziéser Anaimie. Gdbel (14) fand bei Saéuglingen keine Aminoséure- 
Erhéhung im Blute. Lewis und Izuma (15) vergifteten Kaninchen mit 
Phenylhydrazin, um Leberschaidigungen zu erzielen. Sie fanden eine 
Steigerung des Aminosaéurespiegels des Blutes bis auf das Zwei- bis Vierfache 
der normalen Niichternwerte bei  gleichbleibenden MHarnstoffzahlen. 
Parenterale Belastung mit Glycin rief bei diesen Tieren einen viel héheren 
und langer anhaltenden Anstieg des Aminoséure-N als bei gesunden hervor. 


Von Falkenhausen (16) belastete Gesunde, Leberleidende mit und ohne 
Ikterus sowie andere Kranke mit 20 g Rektamin per os und untersuchte 
allerdings bloB in den ersten zwei der Aminoséiurenmahlzeit folgenden 
Stunden — den Amino-N-Gehalt des Blutes. Die von ihm dabei beobachteten 
Ausschlage sind sehr gering. Rosenbaum (17) injizierte Rektamin intravendés 
und fand, daS8 die infundierten Aminoséuren normalerweise innerhalb 
weniger Minuten aus dem Blute verschwinden bzw. nicht mehr nachweisbar 
sind. Bei Leberkranken mit diffuser Parenchymschadigung blieben die 
Aminosauren linger in der Zirkulation. Das gleiche Verhalten zeigten 
zwei Hnde, denen die Vena portae und die Art. hepatica abgeklemmt 
worden war. In jiingster Zeit teilte Paschkis (18) mit, daB er Leberkranke 
systematisch mit 50g Glykokoll belastet und dabei in einzelnen Fallen 
eine sehr groBe Steigerung der Amino-N-Werte festgestellt habe. In 
den ausgezeichneten Arbeiten von Mann und seinen Mitarbeitern (19) 
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wurde auch diese Seite des Stoffwechsels gepriift. Sie fanden, daB selbst 
weitgehende Reduktion des Leberparenchyms keine Steigerung des Amino- 
siuregehaltes des Niichternblutes bei Hunden bedinge. Solche Tiere ver- 
werteten sowohl gefiittertes Protein als auch injizierte Aminosaéuren in 
prinzipiell gleicher Weise wie Normaltiere. Im Gegensatz dazu steht das 
Verhalten jener Tiere, denen die Leber komplett entfernt worden war. 
Diese waren nicht imstande, zugefiihrte Aminosaéuren abzubauen. Bei 
intakter Diurese schieden sie dieselben — nach einer initialen, auBerordentlich 
hohen Steigerung des Blutaminosaurespiegels nahezu quantitativ mit 
dem Harn aus (zuriickgehaltener kleiner Rest wohl von der Muskulatur 
absorbiert). 

Die einander widersprechenden Resultate der verschiedenen Autoren 
lieBen es wiinschenswert erscheinen, die Frage nach der Veranderung des 
intermediaéren N-Stoffwechsels wieder aufzunehmen. Dies um so mehr, 
als unseres Wissens gleichzeitige Bestimmungen von Rest-N, Harnstoff 
und Aminoséuren nebeneinander nach Belastungen mit nativen oder ab- 
gebauten EiweiBk6rpern bei Leberschidigungen nicht vorliegen. Bei 
normalen und pankreasdiabetischen Hunden wurden derartige Unter- 
suchungen von Silberstein, Rappaport und Wachstein (20) vor 2 Jahren 
vorgenommen. Auf die damals erhaltenen Werte sei als Vergleichs- und 
Kontrollzahlen verwiesen. 


Methodik. 


Gesamtrest-N, Aminosauren, Polypeptide und Harnstoff wurden in 
gleicher Weise bestimmt, wie es in den Mitteilungen I und II von Silberstein. 
Rappaport und Wachstein beschrieben worden ist. 

Die Harnséure wurde nach der neuen Halbmikromethode von Folin (21) 
im nicht lackfarben gemachten Blute bestimmt. Wie wir uns in eigens dazu 
angestellten Versuchen tiberzeugt haben, ist diese Methode allen anderen 
weit iiberlegen. 

Leberschadigungen. 


Wir versuchten auf folgende Weise Leberschadigungen zu setzen: 


1. Phosphorvergiftung: Die Hunde wurden durch subcutane In- 
jektionen einer gesattigten Lésung von Phosphor in Ol vergiftet. Die 
akute Vergiftung durch einmalige Injektion erwies sich fiir unsere Zwecke 
als unbrauchbar. Gibt man die letale Dosis, so sterben die Tiere schon 
innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Injektion und vor allem bereits 
innerhalb von 2 bis 3 Stunden nach dem Eintreten der ersten Vergiftungs- 
erscheinungen. Gibt man eine subletale Dosis, so zeigen die Tiere keinerlei 
Krankheitssymptome. Bei chronischen Vergiftungen mit wiederholten 
kleinen Dosen zeigen die Tiere oft Nierenschadigungen, welche das Bild 
triiben. Diese sind an einer eventuellen Harnstoffretention kenntlich. 


Bei unseren Versuchen gingen wir so vor, daB wir den Versuchs- 
tieren mehrmals subletale Dosen injizierten. Die Tiere bekamen leichten 
Ikterus, zeigten keine Veranderung ihres Wesens und gute FreBlust. 
Auch wenn die Summe der innerhalb weniger Wochen verabreichten 
Phosphormengen die dosis letalis weitaus tiberschritten hatte, blieben 
die Tiere munter. Gab man dann eine gréBere Dosis auf einmal, so 
verendeten die Tiere innerhalb weniger Stunden. 














Intermediarer Eiweibstoffwechsel. III. Lod 


Im allgemeinen kann die Angabe von Marshall und Rowntree (22) und 
Williamsen und Mann (23) bestétigt werden, daB die Vergiftung mit 
Phosphor sehr schwer zu tiberblickende Resultate gibt. Einerseits ist die 
Empfindlichkeit der einzelnen Tiere gegen P eine verschiedene, andererseits 
ist das Spatium zwischen krankmachender und tétlicher Dosis ein sehr 
enges. Endlich aber ist P kein reines Lebergift, sondern erzeugt auch bald 
Schaidigungen anderer parenchymatéser Organe, vor allem der Nieren. 
Daher kommt es, daB die Tiere, wenn sie erkranken, oft schon in ganz 
wenigen Stunden zugrunde gehen. 

2. Toluvlendiamin [vgl. Joannovie und Pick (24)]: Toluylendiamin 
wuide in angesduertem Wasser gelést und die Saéure durch Na,CO, 
so vorsichtig neutralisiert, daB das Toluylendiamin in Lésung blieb. 
Die meisten Tiere zeigten innerhalb von 12 Stunden einen starken 
Ikterus, doch dabei keine schweren Krankheitserscheinungen. Auf- 
fallig war, daB ein Hund, trotz ganz hoher Dosen Toluylendiamin 
keinen Ikterus bekam und augenscheinlich ganz gesund blieb. Worauf 
dies zuriickzufiihren ist, entzieht sich unserer Beurteilung. 


3. Kohlenstofftetrachlorid [vg]. Lamson und Wing (25)]: Mittels 
Schlundsonde erhielten die Tiere 5 bis 15 ccm Kohlenstofftetrachlorid 
unter Nachspiilen mit Wasser. (Bei derartigen Vergiftungen ist von 
amerikanischen Autoren Lebercirrhose durch Sektion nachgewiesen 
worden.) 2 Tage nach der Vergiftung erkrankten die Tiere, erholten 
sich aber rasch. 

4. Ductusunterbindung: Den Tieren wurde der Ductus choledochus 
nahe der Papilla Vateri unterbunden und eventvell auch durchschnitten. 
Es entwickelte sich bald ein progredienter Ikterus. Die Tiere verloren 
gleich nach der Operation ihre FreBlust und magerten stark ab. 


5. Eckhunde: Die Operation wurde in typischer Weise durch- 
gefiihrt, die Durchschneidung der Venenwande erfolgte mittels Schneide- 
fadens nach Fischler (26). Nach Beendigung der Versuche wurde die 
Fistel und die Unterbindung der Vena portae autoptisch kontrolliert. 


Die Belastungen erfolgten oral mit ,,Pepton sine sale Merck. 
Da die Tiere dies nicht freiwillig fraBen, wurde ihnen die berechnete 
Menge in etwa 100 ccm Wasser aufgeschwemmt mittels Schlundsonde 
beigebracht. Sehr oft erbrachen die Tiere die zugefiihrte Nahrung, 
besonders, wenn sie schon schwer krank waren. Dieser Umstand machte 
sich vielfach stérend geltend, da wir Versuche, bei denen die Tiere 
erbrachen, nicht weiterfiibrten. Wir muBten daher oft ein und dasselbe 
Tier mehrmals belasten, bis wir eine brauchbare 24stiindige Unter- 
suchungsperiode erhielten. Zwischen zwei Belastungen am gleichen 
Versuchsobjekt lieBen wir immer eine Frist von zumindest 1 Woche 
verstreichen. Wahrend dieser Zeit wurden die Tiere — wie wahrend 
der Vorperiode — auf einer Standardkost gehalten. 
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Experimente. 
I. Normale Hunde. 

Sieben gesunde Hunde, die sich seit mindestens 5 lagen, meist 
aber seit mehr als 1 Woche auf einer Standarddiit — bestehend aus 
5g Pferdefleisch, 5g Kuttelfleck und 20g Maisgries pro Kilogramm 
Gewicht — befanden, wurden Belastungen mit 10 g Pepton pro Kilo- 


gramm Korpergewicht unterworfen. Die Einverleibung des letzteren 
erfolgte mit der Schlundsonde. Die erhaltenen Resultate stimmen 
mit den von Silberstein, Rappaport und Wachstein vor mehr als 2 Jahren 
erhobenen im Wesen iiberein. Es kann daher auf eine ausfiihrliche 
Widergabe dieser Versuche verzichtet werden; es sei lediglich auf diese 
vorangehenden Mitteilungen verwiesen. 

Zum Vergleich fiir die Belastungskurven der kranken Tiere sei 
gleichfalls auf die Mitteilungen I und II verwiesen. Die Reproduktion 
dieser Stelle wurde aus éuBeren Griinden 


Nc rmalkurven an 


unterlassen. 


von 


II. Phosphorvergiftung. 

Die Versuche mit akut vergifteten Tieren schlugen fehl, weil es 
unméglich war, in der kurzen Uberlebenszeit ganze Belastungsreihen 
durchzufiihren. Wir wollen daher lediglich ein paar typische Beispiele 
der durch subletale P-Gaben geschadigten Tiere anfiihren. 
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1. Hund Nr. 16 (11 kg schwer) erhielt 30 mg P entsprechend etwa 
drei Viertel der Dosis letalis. Der Hund blieb klinisch gesund, hatte keinen 
Tkterus. 

Die N-Spektra vor und nach der Vergiftung zeigen, daB der 
Nichternwert des Gesamt-NichteiweiBes des vergifteten Hundes etwas 
héher lag (40 gegen 32 mg-°%). Dem entsprach ein héherer U*-Wert, 
aber eine kleinere Zahl fiir Aminoséuren. Auf Belastung stieg der 
Gehalt an Rest-N im Blute des vergifteten Hundes etwas héher und 
keinesfalls verzégert an, so daB man wohl schlieBen darf, daB die 
Resorption des Peptons ungehindert vor sich ging. Da der Ausgangs- 
wert sowohl des Gesamt-Nichtprotein-N wie des Harnstoff-N innerhalb 
vou 24 Stunden nicht nur wieder erreicht, sondern sogar unterschritten 
wurde, so kann man auch eine irgendwie in Betracht kommende Nieren- 
schidigung ausschlieBen. Was die absolute Menge des gebildeten U' 
betrifft, so war diese nach der Vergiftung nur unwesentlich héher als 
vor derselben. 

2. Hund Nr.7 (7 kg) erhielt in zweitagigen Intervallen 10 mg, dann 
15mg P (also etwa die tétliche Dosis). Das Tier blieb klinisch gesund, 
hatte keinen Ikterus, gute FreBlust. 

Vergleichen wir bei diesem Tiere das Verhalten der N-Fraktionen 
(Abb. 1 und 2), so ist zundchst festzustellen, daB der Niichternrest-N 
vor und nach der Vergiftung gleich hoch lag. Der Anstieg im Gefolge 
der Belastung war in den ersten Stunden héher als beim ungeschadigten 
Tier, das Maximum der Steigerung wurde zwischen der vierten und 
zehnten Stunde erreicht, es kam zu einer ausgesprochenen Plateau- 
bildung. Das Auffallendste ist, daB der Harnstoffwert des ver- 
gifteten Hundes im Nichternzustande (trotz gleich hohen Gesamt- 
rest-N!) beinahe doppelt so hoch lag als vor der Vergiftung. Schon 
kurz nach der Belastung setzte ein weiterer sehr starker Anstieg dieser 
Fraktion ein. Wahrend der ganzen Versuchsdauer blieb der U'-Wert 
hoch, so daB zeitweise fast gar kein undeterminierter N nachweishar war, 

3. Hund Nr. 4 (9kg). Das Tier erhielt zunachst 4 mg P (entsprechend 
ein Zehntel Dosis letalis). nach 13 Tagen 15 mg, nach weiteren 18 Tagen 
25 mg, nach 12 Tagen 15 mg, nach 8 Tagen 10 mg, nach 2 Tagen 20 mg P. 
Das Tier blieb wahrend der geschilderten Zeit munter, hatte geniigende 
FreBlust, verlor aber trotzdem stark an Gewicht. Als wir spaiter zu noch 
gréBeren Dosen iibergingen, zeigte das Tier deutliche Zeichen renaler 
Insuffizienz und ging endlich ein. Die hier reproduzierten Versuche fielen 
alle noch in eine Zeit ohne merkbare Nierenschadigung. 

Nach der ersten P-Dese waren keine wesentlichen Veranderungen 
in den N-Spektren nach Belastung bemerkbar. Die Steigerung in der 
Aminosaurefraktion (Abb. 4) fiel etwas héher aus als vor der Vergiftung 
(Abb. 3), ohne daB aber die Differenzen groB genug waren, um bei der 
hohen Versuchsfehlergrenze einen sicheren SchluB zu gestatten. Der 
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Abb. 5. Hund Nr. 4. 


Vergiftung mit 4 und 15 mg P. 





























Abb. 6. 
Vergiftung mit 4, 15, 


Hund Nr. 4. 
25, 15, 10 und 20 mg P. 
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Anteil der Harnstofffraktionen an den Spektren nach der einmaligen 
kleinen P-Zufuhr war etwas kleiner als vorher. Nach der zweiten Be- 
lastung (Abb. 5) erfolgte ein wesentlich héherer Anstieg des Gesamt- 
rest-N. Dabei war der Anteil der Aminosaéuren- und Harnstoff- 
fraktionen jedenfalls nicht héber als vor der Vergiftung und so kam ein 
wesentlich gréBerer Prozentsatz auf den undefinierten N. 

Interessant war der Ausfall der vierten Belastung (Abb. 6). Sie 
erfolgte, nachdem der Hund mehr als die doppelte letale Dosis P in 
mehreren Einzelportionen erhalten hatte und speziell drei Viertel einer 
dosis letalis innerhalb der letzten 3 Tage. Eine wesentliche Nieren- 
schadigung lag jedenfalls nicht vor, wie schon aus dem Umstand hervor- 
geht, daB der Niichternrest-N bei 35 mg-°, gelegen war und daB dieser 
Wert 24 Stunden nach der Belastung sogar unterschritten war. Auf- 
fallend ist vor allem, daB schon im Niichternzustand der U*-N etwa 
60°% des gesamten NichteiweiB-N betrug und sich nach der Belastung 
dauernd zwischen 50 und 60°, bewegte. Die groBe absolute und relative 
Hohe der U’-Fraktionen brachte es mit sich, daB in diesem Versuch 
die undefinierten N- Werte durchwegs niedrig waren, so daB bei einzelnen 
Bestimmungen der ganze gefundene Rest-N auf die bekannten Frak- 
tionen aufgeteilt werden konnte. 

Nach AbschluB der Versuche wurden die Hunde getétet und 
seziert. Die Sektionsbefunde waren typisch. Bei Hund Nr. 6 und 7 
fanden wir fettige Degeneration, bei Hund Nr. 4 Leberzellnekrosen und 
hochgradige fettige Degeneration. 

Es geht aus allen diesen Versuchen hervor, daB die durch eine 
einmalige oder durch mehrmalige Gaben von subletalen P-Dosen 
gesetzten Leberschaidigungen den intermediiren EiweiBstoffwechsel 
nicht in charakteristischer Weise verandern. Soweit sich diese Schadi- 
gungen in den Peptonbelastungskurven widerspiegeln, zeigen sie nur 
mehr oder weniger groBe quantitative Abweichungen von der Norm, 
die besonders die Harnstofffraktion betreffen. 


III. Toluylendiamin. 

1. Hund Nr.8 (11 kg) erhielt am 20. November 50mg Toluylendiamin, 
am 23. November 10 mg und am 2. Dezember weitere 50 mg. Schon am 
21. November war das Tier deutlich ikterisch ; am 24. November wurde sein 
Blutbilirubin mit 25 Einheiten nach van d. Bergh bestimmt. Es zeigte 
nur geringe FreBlust, doch sonst keine besonderen Krankheitserscheinungen. 
An diesem Tage — also nach Vergiftung mit 50 + 10 mg Toluylendiamin — 
erfolgte die Peptonfiitterung. 

Der Vergleich dieser Belastungskurve (Abb. 7) mit der vor der 
Vergiftung ergibt, daB sich im Verhalten des Gesamtrest-N durch den 
Toluylendiaminikterus so gut wie gar nichts geaindert hat. Der Aus- 
gangswert des U* lag nach der Vergiftung nicht wesentlich héher als 
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vor derselben, und vor allem war sein prozentualer Anteil am Gesamt- 
NichteiweiB-N annahernd der gleiche. Erst nach der Peptongabe 
verschob sich das Verhaltnis zwischen den einzelnen Anteilen des 
N-Spektrums in der Weise, daB dem Harnstoff ein viel gréBerer Teil, 
dem undefinierten N ein viel bescheidenerer zukam. 


10 Tage spater wurde der Hund nochmals belastet, und zwar 
24 Stunden nach neuerlicher Injektion von 50mg _ Toluylendiamin. 
Dieses war gegeben worden, da die ikterische Verfairbung des Tieres 
wesentlich zuriickgegangen war. Die Wirkung der Vergiftung war 
prompt, so daB die Belastung bei gleich starkem Ikterus vorgenommen 
wurde wie die vorhergehende. Das Ergebnis derselben (Abb. 8) aber 
war ein anderes und erinnert vielmehr an die vierte Belastung des 
Hundes Nr. 4 (chronische P-Vergiftung, Abb. 6). Es zeigte sich namlich, 
daB der Anstieg des Gesamtrest-N hinter dem der vorhergehenden 
Belastungen zuriickblieb. So kommt es, daB, trotzdem die Harnstoff- 
bildung absolut geringer war, der Anteil des U* am N-Spektrum sich 
vergréBerte. Dementsprechend verkleinerte sich die als undefinierter 
N bezeichnete Fraktion. Auch insofern verhielt sich dieses Tier ahnlich 
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wie das chronisch P-vergiftete, als die Harnstoffkurve ein deutliches 
Plateau um den Maximalwert bildet. 

2. Hund Nr. 9 (12 kg) bekam am 24. November 50 mg Toluylendiamin 
und hatte am nachsten Tage Ikterus; am 4. Dezember wurden neuerlich 
50 mg Toluylendiamin injiziert. Am 5. Dezember erfolgte bei starkem 
Ikterus, vermindertem Wohlbefinden, aber ohne andere nennenswerte 
Krankheitserscheinungen eine Belastung. 

Der Verlauf derselben ist insofern bemerkenswert, als das Maximum 
des Gesamtrest-N im Blute erst nach 10 Stunden erreicht wurde. Die 
Resorption aus dem Darm war dabei anscheinend nicht geschadigt, 
wenigstens spricht der prompte Anstieg der Aminosaurefraktion in 
diesem Sinne. Der Anteil des U* an dem N-Spektrum war besonders 
im ansteigenden und absteigenden Kurventeil sehr bedeutend und 
lag im Durchschnitt bei 50 und 60°, desselben. Auch hier bildet die 
Harnstoffkurve ein langgezogenes Plateau. Der undefinierte N erschien 
auf der Héhe der Azotimie nicht wesentlich herabgesetzt, um so mehr 
dagegen im abfallenden Teil der N-Kurve. 


IV. Kohlenstofftetrachlorid. 


1. Hund Nr. 15 (7'/,kg) erhielt am 20. Januar 6ccem Kohlenstoff- 
tetrachlorid, 36 Stunden spater war er leicht krank und ikterisch. Am 
22. Januar erfolgte eine Belastung, am 4. Februar eine neuerliche Ver- 
giftung mit 6ccm Kohlenstofftetrachlorid. 36 Stunden nachher war das 
Tier wieder leicht krank, der Ikterus angedeutet. In diesem Zustande 
wurde am 6. Februar neuerlich mit Pepton belastet. 

Schon beim ersten Male fiihrte die Peptonverfiitterung zu einem 
besonders hohen Anstieg der Gesamtrest-N-Kurve (vgl. Abb. 9). Dies 
tritt bei Betrachtung der absoluten Werte um so deutlicher hervor, 
als schon der Ausgangswert reichlich hoch lag. Dabei bleibt die Harn- 
stoffbildung zunachst zuriick; sie ist geringer als normal. In dem 
zweiten Kurventeil, also im abfallenden Schenkel, dagegen ist sie so 
groB, daB hier trotz geringer Aminosadurefraktion fiir den undefinierten 
Stickstoff nicht viel tibrig bleibt. 24 Stunden nach der Peptongabe 
war der Ausgangswert wieder erreicht. Daraus kann man wohl, trotz 
der im allgemeinen hohen Lage der Kurven aller N-haltigen Nicht- 
eiweiBk6rper schlieBen, daB die Exkretion der EiweiBschlacken durch 
eine vielleicht vorhandene Nierenschadigung nicht wesentlich gehemmt 
war. Bei der nachsten Belastung (vgl. Abb. 10) finden wir schon die 
Ausgangswerte weit iiber dem Normalen. Auch hier war der Harnstoff- 
gehalt im Verhaltnis zum Gesamtrest-N sehr hoch; speziell im ab- 
steigenden Kurvenast spielte der undefinierte N keine wesentliche 
Rolle. Trotzdem 24 Stunden nach der Peptongabe sowohl Gesamt- 
rest-N wie auch der Harnstoff unterhalb der Ausgangswerte lagen, 
muB eine leichte Nierenschidigung in Erwigung gezogen werden. 
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2. Hund Nr. 16 (17 kg) erhielt am 10. Januar 5cem_ Kohlenstoff- 
tetrachlorid und wurde am 19. Januar belastet (Abb. 11). 

Dieses Tier hatte offensichtlich eine Minderfunktion der Niere. 
Nur so ist es zu erklaren, daB sowohl der Gesamtrest-N, wie Harnstoff, 
auch nach Ablauf von 24 Stunden wesentlich héher waren als vorher. 
Der Anteil der U* an der Steigerung des Rest-N war entsprechend 
groB, so daB der Harnstoff speziell auf der Héhe der Kurve iiber 50%, 
des NichteiweiB-N ausmachte. 


V. Unterbindung des ductus choledochus. 


1. Hund Nr. 10 (7 kg). Am 2. Dezember wurde der Ductus unter- 
bunden, am 4. Dezember war leichter Ikterus bemerkbar, der sich all- 
miahlich verstarkte. 

Am 16. Dezember erfolgte die Belastung (Abb. 12). Der Gesamt- 
rest-N bewegte sich in den Grenzen der Norm. Der Harnstoff stieg 
stark an, und seine Kurve bildet ein Plateau um den Maximalwert. 
Der undefinierte N ist sowohl im Anstieg wie Abfall der Azotamie 
deutlich vermindert. 

2. Hund Nr. 14 (7'/,kg). Am 2. Januar wurde die Ductusunter- 
bindung ausgefiihrt, 2 Tage spéter zeigte das Tier leichten Ikterus, der 
allméihlich intensiver wurde. Am 13. Januar erfolgte die Belastung bei 
schwerem Ikterus. 

Die Kurve unterscheidet sich von der normalen durch den hohen 
Anteil der Harnstofffraktion am Rest-N wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer. 

3. Hund Nr. 13 (8 kg). Am 2. Januar erfolgte die Ductusunterbindung. 
Schon am nichsten Tage zeigte sich beginnender Ikterus, der rapid anstieg. 
Die Belastung wurde am 26. Januar bei sehr schwerem Ikterus_ vor- 
genommen. 

Dieser Versuch ist deswegen auffallend, weil die Steigerungen 
der verschiedenen Rest-N-Komponenten in gleicher Weise verschoben 
waren. Die Maxima des Gesamtrest-N wie des Harnstoffs wurden erst 
nach 10 Stunden erreicht. Dabei ist die geringe U*-Bildung bemerkens- 
wert. Bei der Sektion dieses sowie der anderen Tiere mit Ductus- 
unterbindung wurden schwere Schadigungen der Leber festgestellt. 
Ob die auffallende Verschiebung des Kurvenmaximums auf diese 
Alteration zuriickzufiihren war, laBt sich nicht mit Sicherheit sagen. 
Es ware denkbar, da8 dafiir wenigstens teilweise eine durch den Mangel 
an Galle bedingte Resorptionsstérung verantwortlich war. Die ver- 
ringerte U*-Bildung dagegen ist sicherlich ein Zeichen der Leber- 
schadigung. 

VI. Eckfustel. 

1. Hund Nr. 17 (7 kg). Die Eckfistel wurde am 15 Januar angelegt. 

der Hund erholte sich rasch, nahm bei gemischter Ernihrung an Gewicht 
Biochemische Zeitschrift Band 245. 8 
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zu, war aber leicht erregbar und erbrach oft. Mehrere Belastungsversuche 
blieben ergebnislos, da der Hund teils alles, teils gréBere oder kleinere 
Mengen des mit Magenschlauch eingefiihrten Peptons erbrach. Erst am 
12 Februar gelang eine Peptonbelastung. 

Die Folgen der Leberausschaltung fiir den Eiweibstoffwechsel 
sind aus der Abb. 13 zu ersehen. Sie zeigen sich erstens darin, daB 
der Anstieg sowohl der Rest-N wie der Harnstoffwerte unmittelbar 
nach der Belastung steil erfolgte, so daB die Maxima schon nach 2 Stunden 
fast erreicht waren. Trotz tadelloser Nierenfunktion hatten die Kurven 

noch nach 24 Stunden ihren 
55 Ausgangswert nicht wieder 
erreicht. AuBerdem ist be- 
merkenswert, daB die Amino- 
séurewerte besonders in den 
ersten 6 Stunden  deutlich 
hdher lagen als normal. 

2. Eckhund Nr. 18 (8 kg). 
Die Eckfistel wurde am 11. Fe- 
bruar angelegt, der Hund er- 
holte sich rasch, die Wunde 
heilte per primam 
oe Am 19. Februar erfolgte 

RIO yoypentiW die erste (Abb. 14), am 24. Fe- 
XS nan bruar die zweite Belastung 
= seaeee: === A VISAUlC 
¢ 6 8 0 I? “Std (Abb. 15). Betrachten wir den 
Abb. 13. ersten Versuch: Der Anstieg 
Hund Nr. 17. Ecksche Fistel. der N-haltigen Substanzen 
im Blute erfolgte plétzlich. 
Das Maximum der Kurven war bald erreicht, dann folgte ein allmahlicher 
stufenférmiger Abfall. Der Ausgangswert wurde hier innerhalb von 
24 Stunden nicht ganz, aber fast wieder erreicht. Die absolute und vor 
allem die relative Héhe der U*-Werte lag auffallend hoch, die des un- 
definierten N entsprechend niedrig. Bei der zweiten Belastung am 
24. Februar erfolgte von sehr niedrigem Ausgangswert ein plétzlicher 
hoher Anstieg des Gesamtrest-N. Die im Uberschu8 im Blute vor- 
handenen N-haltigen Substanzen verschwanden nur langsam aus dem 
Blute, trotzdem war der Ausgangswert nach 24 Stunden fast wieder 
erreicht. Der Anteil der U’-Fraktion wahrend der Azotamie war 
relativ klein, besonders im Vergleich mit dem Werte dieser Fraktion 
zu Beginn und am Ende des Versuchs. Vor der Belastung fiel auf den 
U* etwa 46%, nach 24 Stunden sogar 55°, des Gesamtrest-N, auf 
der Héhe der Azotimie dagegen nur 40 bis 42%. Dementsprechend 
fanden wir am Anfang und SchluB des Versuchs 5% undefinierten N 
gegen 37 bis 41° zu den Zeiten der N-Maxima. Auffallend ist die trotz 
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der nicht wesentlich erhéhten Harnstoffwerte deutliche Plateaubildung, 
die sich von der vierten bis fast zur zwélften Stunde nach der Pepton- 
belastung erstreckte. 
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Hund Nr.18. Ecksche Fistel. Hund Nr.18. Ecksche Fistel. 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Uberblicken wir die gesetzten Leberschadigungen, so kénnen_ wir 
zunachst feststellen, daB die Eingriffe sehr energisch waren und 
auch zu schweren autoptisch kontrollierten Schaidigungen des 
Leberparenchyms gefiihrt haben. Trotzdem konnte bei Pepton- 
fiitterungen keine wesentliche Alteration der beiden fiir die Leber 
charakteristischen Funktionen -- Desamidierung und Harnstoff- 
synthese —- nachgewiesen werden. Daraus folgt, daB der intermediare 
EiweiBstoffwechsel in der Leber so lange in normalen Bahnen ablauft, 
als die groBe Driise iiberhaupt funktionierendes Parenchym besitzt. 
So tiefgreifend die von uns gesetzten Schaidigungen auch waren, es 
blieb anscheinend immer noch geniigend tiatiges Lebergewebe iibrig, 
um den Eiweifstoffwechsel in qualitativ normaler Weise ablaufen zu 
lassen. Was sich als Folge der verschiedenen Eingriffe feststellen lieB, 
waren lediglich quantitative Verainderungen der einzelnen Fraktionen 
des EiweiBspektrums und gewisse zeitliche Verschiebungen der maxi- 
malen Steigerungen. Die Intensitaét der Schaidigungen lieB sich aber 
nicht weiter steigern, ohne die Gefahr schwerer Nierenschadigungen 
heraufzubeschwéren. Dazu kommt, daB ganz schwer geschadigte 
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Tiere die Belastungen nicht vertragen, das mittels Magenschlauch 
zugefiihrte Pepton wieder erbrechen so daB keine sicheren Resultate 
erzielt werden kénnen, die irgendwelche SchluBfolgerungen gestatten. 
Wir haben darum versucht, eine funktionelle Ausschaltung der Leber 
durch Anlegung von Eckschen Fisteln herbeizufiihren. Die Pepton- 
belastung dieser Tiere fiihrte jedoch gleichfalls nicht zu qualitativen 
Verinderungen des N-Spektrums, die als charakteristisch fiir den 
Ausfall der Leberfunktion zu werten waren. Die bei diesen Tieren 
beobachteten Abweichungen von der Norm — wie steilerer Anstieg 
und verzégerter Abfail der N-Kurven im Blute — sind immerhin 
interessant. Sie finden eine einfache Erklarung in der Annahme, daB 
die Konzentration der resorbierten N-haltigen Substanzen in der Leber 
eine physiologische Regulation des Niveaus der Eiwei®Babbauprodukte 
im Blute auslést. Man kénnte sich dies et wa folgendermaBen vorstellen: 
Die aus dem Darm resorbierten EiweiBspaltprodukte, die nicht durch 
die Porta der Leber zugefiihrt, sondern zunachst im groBen Kreislauf 
entsprechend verdiinnt auf dem atypischen Wege der Verzweigungen 
der Art. hepatica den Zellen angeboten werden, kénnen von der Leber 
des Eck-Fistelhundes nicht in gleicher Weise gespeichert bzw. zuriick- 
gehalten werden wie von der des normalen Tieres. Daher kommt es 
schon kurz nach der Peptonbelastung zu einer maximalen oder fast 
maximalen Steigerung des NichteiweiB-N im Blute. Andererseits aber 
wird, da das Verteilungsgebiet der Vena portae ausgeschaltet ist, beim 
Eck-Fistelhund jene Funktion der Leber, die als die ,, Vornierentatigkeit“ 
bezeichnet wird, nicht oder erst verspaitet angeregt, so daB es leicht 
zu einer nicht renal bedingten Verzégerung der Exkretion kommt. 

Es li Bt sich also weder durch funktionelle Ausschaltung der Leber — 
durch Anlegung einer Eckschen Fistel — noch durch mehr oder weniger 
schwere Leberschidigungen der Eiweibstoffwechsel so weitgehend ver- 
aéndern, daB es zu charakteristischen qualitativen Veranderungen im 
Blutspiegel der einzelnen Rest-N-Fraktionen nach oralen Pepton- 
belastungen kommt. Ob parenterale EiweiBbelastungen dazu geeignet 
sind, feinere Stérungen im intermediaéren EiweifBstoffwechsel bzw. im 
Zustande der Leber aufzudecken, miissen weitere Versuche zeigen. 


Zusammenfassung. 


1. Mittels der Methode der Peptonbelastung wurde der inter- 
mediare EiweiBstoffwechsel von lebergeschadigten Hunden gepriift. 

Diese Schadigungen wurden gesetzt : 

A. Durch Phosphorvergiftung: Die absolute und relative Menge 
des gebildeten Harnstoffs ist bei den vergifteten Hunden niemals kleiner, 
oft, und zwar besonders bei den schweren Vergiftungen, etwas groBer 
als bei gesunden Tieren. Dies ist der Fall, auch wenn die Nieren noch 
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tadellos funktionieren, so daB der gebildete Harnstoff innerhalb von 
24 Stunden ausgeschieden ist. 

B. Durch Toluylendiamin: Die mit Toluylendiamin vergifteten 
Hunde reagieren auf Peptonbelastung wie die mit Phosphor vergifteten. 

C. Kohlenstofftetrachlorid: Die Kurven sind durch die auf die 
Vergiftung zuriickzufiihrenden Nierenschidigungen kompliziert. Die 
Harnstoffbildung ist jedenfalls nicht herabgesetzt. 

D. Unterbindung des Ductus choledochus: Es ist keine nennens- 
werte Veranderung der Kurven der einzelnen N-Fraktionen nachweisbar. 
In einem Falle trat eine deutliche Verschiebung des Kurvenmaximums 
ein. Ob diese auf Verzégerung der Resorption durch Mangel an Galle 
oder auf die Leberschadigung zu beziehen ist, bleibt fraglich. 

E. Eck-Fistel: Anstieg der einzelnen N-Fraktionen erfolgt im 
allgemeinen rascher und plétzlicher als vor Anlegung der Fistel. Harn- 
stoffbildung bewegt sich in normalen Grenzen. Der prozentuale Anteil 
dieser Fraktion ist waihrend der Azotémie im allgemeinen geringer als 
im Nichternzustand. 

2. Die Verfolgung der Veranderung der einzelnen N-Fraktionen 
bei Hunden, deren Leberparenchym durch die angefiihrten Eingriffe 
geschadigt oder deren Leber aus dem Portalkreislauf ausgeschaltet ist, 
zeigt auch nach oraler Belastung mit Eiwei®spaltprodukten keine 
charakteristischen Veranderungen. 
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Ammoniumbicarbonat als Kraftfuttereiweibersatz 
bei der Fiitterung von Milchkiihen. 


Von 


Paul Ehrenberg, Ernst Ungerer und Helmut Klose-Breslau. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Schlesischen Friedrich Wilhelms- 
Universitat zu Breslau.) 


(Eingegangen am 12. Dezember 1931.) 


Ein Ersatz des FuttereiweiBes durch nichteiweiBartige N-Verbindungen 
wird vermutlich unter Mitwirkung der Pansenbakterien vor sich gehen. 
Zwar lehnte E. Mangold' eine Férderung der Panseninfusorien der Wieder- 
kaéuer durch Ammoniumacetat oder Harnstoff, wie auch eine dem EiweifB 
entsprechende Ernaéhrungswirkung der etwa durch derartige Stickstoff- 
verbindungen in reichlicher Menge entstandenen Bakterien auf die In- 
fusorien® ab. Deshalb kénnte das BakterieneiweiB selbst durch die Ver- 
dauungssifte des Wiederkauers aber doch angegriffen und verwertet werden, 
abgesehen von einer unmittelbaren Umsetzung von Ammoniumsalzen im 
Tierkérper, die nach den Untersuchungen Knoops und seiner Mitarbeiter #® 
nicht ganz unméglich schien. 

Giinstige Ergebnisse mit nichteiweiBartigen N-Verbindungen hatten 
bereits Lehmann, Véltz, Honcamp, Hansen, Richardsen. Kellner verneinte 
zunaéchst die Ersatzméglichkeit, und auch Pfeiffer und Ungerer sind der 
Meinung, daB die Umwandlung nichteiweiBartiger N-Verbindungen auch 
in Gegenwart leicht léslicher Kohlenhydrate zu BakterieneiweiB unvoll- 
standig sei. Weiterhin haben Kellner und Kéhler 1906 bei Milchkiihen 
festgestellt, daB Ammoniumacetat zur Bildung von MilcheiweiB nach der 
Zunizschen BakterieneiweiBtheorie verwendet sein muB. Auch Paasch 
hatte bei Milchziegen *, Paasch® und Bareiss® bei Milchkiihen mit Ammonium- 
acetat gute Erfolge. Leider ist noch nicht ermittelt, ob der unter normalen 
Verhaltnissen nach Mangold und Mitarbeitern’? beim Rind 11,7°,, beim 


1 Mangold, Hand. d. Ernahrung u. d. Stoffw. d. landw. Nutztiere 2, 


170, 1929. 

2 Ebendaselbst 2, 172, 1929. 

3 Vgl. F. Knoop, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 489, 1910; F. Knoop 
u. H. Oesterlin, a. a. O. 170, 186, 1927; F. Knoop u. G. Blanco, a. a. O. 146, 
276, 1925; 148, 204, 1925; vgl. weiter K. Felix, Mangolds Handb. 2, 105, 1929. 

4 Diese Zeitschr. 232, 352, 1931. 

5 Landw. Jahrb. 64, 495, 1926. 

® J. of Landw. 75, 265, 1927. 

* Mangold, Schwarz u. Schmidt-Kramer. 
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Schaf 10°, betragende Anteil des Bakterienstickstoffs am Gesamtstickstoff 
des Pansengehaltes bei Verfiitterung von geeigneten Ammoniaksalzen 
wesentlich ansteigt. 


In dem folgenden Versuch sollte der Ersatz des KraftfuttereiweiBes 
durch organische Ammoniumsalze billigen Preises bei Milchkiihen 
gepruft werden, nachdem bereits friihere Versuche mit Ziegen giinstig 
verlaufen waren. Das Ammoniumacetat des Handels konnte billigstens 
mit RM 75,— je Doppelzentner gekauft werden und kam, da erhebliche 
Preisherabsetzung von chemischen GroBfirmen als ausgeschlossen 
bezeichnet wurde, nicht in Frage. 

Nach einem Verfahren!, das bereits bei den Milchziegenversuchen 
erfolgreich durchgefiihrt worden war, fiitterten wir daher mit sauren 
Riibenschnitzeln vermischtes Ammoniumbicarbonat in solcher Menge, 
daB es durch die Saure des Futters vollstaindig abgesattigt wurde und 
derart als organisch-saures Ammoniaksalz zur Aufnahme durch die 
Tiere gelangte. 

Der Versuch wurde in der Stallung vom Freigut 2 in Kentschkau, 
Kreis Breslau, durchgefiihrt. Herrn Rittmeister v. Wallenberg, Freiguts- 
besitzer Dr. K. Friedlaender, Inspektor Marx und Herrn Rachner sind wir 
zu bestem Dank verpflichtet. 


I. Versuchsanordnung. 


Die Kiihe, ostfriesisches Niederungsvieh, befanden sich in gutem 
Futterzustande. Der Versuch begann leider erst am 17. Marz 1930, da es 
nicht friiher gelang, eine passende Versuchsméglichkeit zu finden, und muBte, 
weil das Sauerfutter zu Ende ging, bereits im Mai aufhéren. Je ein Tier 
der einen Gruppe entsprach méglichst je einem in der anderen Gruppe in 
hezug auf Lebendgewicht, Alter, Lactationsstadium und Menge der Milch. 





Milch- 


Gekalbt Gerindert Gewicht menge Alter 
kg kg Jahre 
Ersatzfuttertiere: 
Kuh Nr. 150 . . 19. VIII. 1929 | 27. X. 1929 688 14 8 bis 9 
” » 147 ..| 2%. VE 1929 28. Ti. 1980 623 15 Ss. 
a a, 2 9, VI. 1929 1. IX. 1929 523 13 ;. 8 
- , 190 .. | 21. VEL 1020; 2. X. 1929 565 16 6 7 
Durchschnitt : 579.8 14,5 
Grundfuttertiere : 
Kuh Nr. 209 1. VIII. 1929 1. I. 1930 534 11 a 
~ . woe 22. VII. 1929 4. III. 1930 570 12 GS. 
i _— =e 6. VIII. 1929 10. IX. 1929 532 19 eae 
210 14. VII. 1929 26. X. 1929 573 12 re, 
Durchschnitt: 552.2 13,5 


1 Ziemer, diese Zeitschr. 232, 352, 1931. 
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Zwischen den einzelnen Tieren wurde eine hélzerne Trennungswand 
eingebaut und auBerdem die Bewegungsfreiheit durch Verkiirzen der 
Ketten eingeengt. 

Von der bereits stattfindenden Fiitterung mit Sauerschnitzeln und 
-blattern wurden die sauren Riibenblatter herabgesetzt, da man dieselben 
ihrer giinstigen Wirkung auf den Milchertrag halber nicht ganzlich aus- 
schalten wollte. 

Beim zweimal taglichen Fiittern wurden zunachst die Krippen gereinigt 
und mit Wasser gefiillt. Dann wog man die Sauerschnitzel, Sauerblatter, 
das Hacksel sowie Kraftfutter zu. Das Ammoniumbicarbonat goB man, 
in kaltem Wasser aufgelést, etwa 8 bis 10 Stunden vor der Fiitterung, iiber 
die in den Tonnen befindlichen Sauerschnitzel. Schlammkreide und Viehsalz 
wurden den Grundfuttertieren gereicht, den Ersatzfuttertieren nur im 
Abschnitt 1, das Kraftfutter nach Leistung verabfolgt. Die gesamte 
Fiitterung besorgte der eine von uns selbst. 

Der Versuch gliederte sich bei beiden Gruppen in vier Abschnitte: 





Nr. oatem Grundfuttertiere Ersatzfuttertiere 
1930 

1 vom 19. IIT. bis 29.111. Grundfutterperiode Grundfutterperiode 

2 vom 30. IIT. bis 12. 1V. % 1/, Ersatzfutterperiode 

3 vom 13. 1V. bis 26. IV. ‘s 35 " 

4 vom 27.1V. bis 15. V. 8 


” i3 
(verkirzte Ration) (verkirzte Ration) 


Gewogen konnten die Tiere wegen der ungiinstigen Lage der Waage 
nur an zwei aufeinanderfolgenden Tagen vor und nach jedem Abschnitt 
werden. Gemolken wurde zwei- bis dreimal taglich um 5, 11 und 17 Uhr, 
im Abschnitt 4 jedoch nur noch zweimal taglich um 5 und 17 Uhr. Ent- 
sprechende Milchmengen wurden auf Fett- und Gesamt-N untersucht. 
Irgendein ungiinstiger Einflu8 auf Geschmack, Geruch und Haltbarkeit 
der Milch wurde nicht festgestellt, die Kiihe selbst sind gesund geblieben, 
wie ein tierarztliches Zeugnis nach Abschlu8 des Versuchs bescheinigt. 
Auch nachtraglich haben sich Schaden weder beim Kalben noch sonst ein- 
gestellt. Die Tiere waren fiir die Deuer des Versuchs versichert. 


II. Durehfiihrung. 


Allmahlich sollte bei der Ersatzfuttergruppe das gesamte verdauliche 
ReineiweiB des Kraftfutters, das aus Sojaschrot, ErdnuBkuchen, Kokos- 
kuchen, Palmkernkuchen, Weizenschalen und Gerstenschrot bestand, 
durch gleiche Mengen N des Ammoniumbicarbonats ersetzt werden. Der 
ausfallende Starkewert des Kraftfutters wurde durch Kartoffelflocken 
gedeckt, deren geringem Gehalt an verdaulichem Eiwei8 man bei der Ver- 
anderung der Ration keine Beachtung schenkte. 


1. Grundfutterperiode vom 19. bis 29. Mdrz 1950. 
Vom 17. Marz 1930 ab wurde das Futter abgewogen zugeteilt, und zwar 
gleichmaBig fiir alle Tiere je 
30 kg Sauerschnitzel, 
5 ,, Sauerblatter, 
3... Hacksel 
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als Erhaltungsfutter, eine Ration, die auch wahrend des ganzen Versuchs 
beibehalten wurde. Je Liter Milech wurden 


200 g Kraftfuttergemisch und 
50 g Sojaschrot 


beigegeben, doch gegebenenfalls die Kraftfuttermenge immer in Mindest- 
héhe von 3 Liter Milch verabreicht, so daB stets die fiir das Erhaltungs- 
futter nétige Menge an verdaulichem Eiwei8 und Starkewert vorhanden 
war. Als maBgebende Milchmenge wurde die der letzten Milchkontrolle 
genommen, also fiir Kuh Nr. 150 14 Liter, Kuh Nr. 147 15 Liter, Kuh 
Nr. 186 13 Liter, Kuh Nr. 199 16 Liter, Kuh Nr. 209 11 Liter, Kuh 
Nr. 196 12 Liter, Kuh Nr. 195 19 Liter und Kuh Nr. 210 12 Liter. Diese 
Milchmengen waren maBgebend fiir die ersten drei Abschnitte bis zum 
26. April. Leider erwies sich aber bereits nach der Milchfeststellung der 
Woche vom 23. bis 29. Marz, da&B die Zahlen der Milchkontrolle ganz er- 
heblich héher lagen als die wirklich erzielten. Kuh Nr. 150 brachte nur 
noch 10,5 Liter, Kuh Nr. 147 12,7 Liter, Kuh Nr. 186 9,8 Liter, Kuh 
Nr. 199 10,9 Liter, Kuh Nr. 209 8,2 Liter, Kuh Nr. 196 9,8 Liter, Kuh 
Nr. 195 15,9 Liter und Kuh Nr. 210 8,2 Liter im Wochendurchschnitt. 
Wir nahmen aber Abstand davon, bei der kurzen Versuchsfrist noch einmal 
die Ration zu andern. Der dadurch bedingte Uberschu8 an verdaulichem 
EiweiB betrug im einzelnen bei: 


Nr. 150: 192 g Nr. 209: 1ll4g 
» 147: 132g . 196: 9g 
» 186: 162g » 195: 228g 
» 199: 312g .. 210: 182¢ 


Zusammensetzung des Futters: 
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Sauerschnitzel 
getrocknet.. 98,78 1,6697,12 11,4610,75 9.5 2,5 2,1 23,62,59,941.22 123 
frisch . . . 12,150,2011,95 1,41 1,32 1,17 0,31.0,26, 2,81) 7,47)0,15 


Sauer blatter 

getrocknet . 96,29/2,43 93,86 10,2 6,94 4,75 0,884.4 '13,9865,283,71 22.5 

frisch . . . 21,670,55/21,12 2.30 1,56 1,07 0,200,99  3,15'14,68 0,83 
Hacksel . . . 83,7 8,9 |74,.8 2,59) 2,26 0,72 0,38 1,5638,74 31.91 16,3 
Sojaschrot . . 88,8 4,5 |84.3 44,06'43,.2 38,97 38,03 0,77 5,32.34,15 11,2 
Kraftfutter- 

gemisch . . 88,955,3 83,65 31,57/30.44 27,62 26,5 5,04 8,05 38,99 11,05 
Kartoffel- 


flocken . . 89,7 4,8 84.9 7,75 5,66 633424 04 2.3 74,4510,3 
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Nach Einsetzung von Kellnerschen Verdauungskoeffizienten (Naheres 
siehe die Rationstabellen am SchluB8 der Arbeit) wurden folgende Werte 


fiir die Rationen der einzelnen Tiere gefunden: 





- Ver- 
Gewicht Trocken- dauliches Stiirkewert 
substanz Eiweif 
kg kg kg kg 
Ersatzfuttertiere: 

Kuh Nr. 150... . 688 10,353 1,122 5,572 

- es. 5. 3 623 10,575 1,194 5.841 
Ersatzfuttertiere: 

Kuh Nr. 186... . 523 10,130 1,050 5,391 

a EG! ag. ob 565 10,796 1,266 5,941 
Grundfuttertiere : 

Kuh Nr. 209... . 534 8,685 0,906 5,029 
Se oe 570 9,998 0,978 5,211 
a nS 532 11,464 1,482 6,487 
S| PODS. oe? se 573 9,908 0,978 5,211 

Auf 1000kg: 

Krsatzfuttertiere: 

Kuh Nr. 150. 15,0 1,6 8,1 

.— a 17,0 1,9 9.4 

SS 19,3 2,0 10,3 

= 4g) 19,1 2,2 10,5 
Grundfuttertiere: 

Kuh Nr. 299 . 18,1 17 9,4 

» 196. 17,4 1,7 9,1 

195. 21,6 2.8 12,2 

210. 17,3 1,7 9,1 


Fiweib- 
verhaltnis 


1:4.6 
1:43 
1: 4,7 
1:4,4 
1:53 
1:5,0 
1:39 
1:50 


Nach Kellner stellt sich die Fiitterungsnorm fiir Milchkiihe je Tag 
und 1000 kg Lebendgewicht bei einem Milchertrag von 15 kg auf 500 kg 





Lebendgewicht — also hier etwa bei Nr. 195 
Trockensubstanz Verdauliches Eiweif Stirkewert 
kg kg kg 
27 bis 33 22 bis 2,5 11,8 bis 13,9 


bei einem Milchertrag von 10 kg auf 500 kg Lebendgewicht 
bei Nr. 150, 199, 186, 196 





Trockensubstanz Verdauliches Eiweif Stirkewert 
kg kg kg 
25 bis 29 1,6 bis 1,9 98 bis 11,2 


also hier 


wahrend die nur 8,2 Liter Milch bringenden Kiihe Nr. 209 und 210 reichlich 
hoch im verdaulichen EiweiB liegen, ahnlich wie Kuh Nr. 195. Die von uns 
verabfolgten Trockensubstanzwerte sind niedrig, doch lehnten die Tiere 
héhere Schnitzelgaben ab, als bei der Vorfiitterung versucht wurde. sie 
ihnen beizubringen. 





a ee eS a 
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Leistungen der Tiere: 





Gewicht in kg Tigliche _ Fett. 
7 Mileh- Fett’ menge N N-Menge 
Beginn Inde oder Ab-|) "st ’ 
nahme kg > “ g 


Ersatzfuttertiere: 


Kuh Nr. 150 . . 688 692 + 4 10.5 3,36 353 0,523 54,8 

SS ee 623 621 — 2 12.7 3.5 | 445 0,485) 61,7 

i ., ——.. 523 545 + 22 98 38,62 355 0.559 54,7 

= ~~ 565 571 + 6 10.9 334 364 0491 538.9 
Grundfuttertiere: 

Kuh Nr. 209 . . 534 542 + 8 8.2 3,11 | 255 | 0488 | 40,1 

ie i, I te 570 575 + 5 98 331 324 0,514 50,3 

2 a 532 548 +11 15.9 |316 592 0,460 72.9 

a SS ae 573 596 + 23 8,2 | 3,5 287 0,553 45.1 

Durchschnitt: 

Krsatztuttertiere 600 607 + 7 11,0 346 379 O15 563 

Grundfuttertiere 552 564 + 12 10,5 327 342 0,504 52.1 

Unterschied: —47 | —43 —0O5 -—0,19)— 37'—0,011 42 


Prozentuale Beteiligung des FuttereiweiSstickstoffs an der Milchbildung: 





Ersatzfuttertiere Grundfuttertiere 


Verdaulicher Eiweif-N in g 


__ or eae ee 185,3 173,8 
Erhaltungs-N (Kellner) . . . . eo 57,5 53,0 
also 

Fir Milch- und Fleischbildung verfiigbar . 127,8 129.8 
ee re ee ee eee ar 56,3 52,1 
° ige Verwertung des verdaulichen Kiweib-N 44,1 43,1 


Die Verwertung des FuttereiweiBes ist mithin bei beiden Gruppen 
die gleiche. 

Man kann aus allen Angaben, die bisher gebracht worden sind, ent- 
nehmen, da8 die Tiere in einer fiir diesen Versuch einigermaBen giinstigen 
Weise zusammengestellt worden sind. Die Ersatztiere nahmen in der 
Grundfutterperiode im Durchschnitt um 1,88 kg, die Grundfuttertiere um 
2,94kg zu, bei Wagung an je zwei aufeinanderfolgenden Tagen. 


2. Erste Ersatzperiode. 

In dieser wurde vom 30. Marz bis 12. April 1930 fiir ein Drittel ver- 
daulichen EiweiB-N im Kraftfutter entsprechend N in Form von Ammonium- 
bicarbonat gegeben. Um die Tiere an das Bicarbonat zu gewéhnen, schalteten 
wir am Anfang jeder Ersatzperiode drei Ubergangstage ein, so da8 also 
der Vollersatz immer erst am vierten Tage in Erscheinung trat. Dies ist 
der Fall bei der ersten und zweiten Ersatzperiode am 30., 31. Marz und 
1. April und weiter am 13., 14. und 15. April. Bei der dritten Ersatzperiode 
war dieser Ubergang nicht notwendig, da in der vorhergehenden Periode 
infolge der hohen zur Berechnung benutzten Milchmenge bereits ent- 
sprechend hohe Mengen Bicarbonat gegeben wurden. 
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Das Ammoniaksalz hat einen N-Gehalt von 17,3°, und diirfte an- 
naihernd zu den Kiloprozentpreisen der Ammoniumdiingersalze zu kaufen 
sein. Fur diesen Versuch wurde es dankenswerterweise von der I. G. Farben- 
industrie, Ludwigshafen a. Rh., geliefert, wofiir auch hier noch der beste 
Dank ausgesprochen sei. 

Es wurden 33,3°, des verdaulichen KraftfuttereiweiBes, oder 28,6 
bis 28,9°, des gesamten verdaulichen Eiweiges, ersetzt, also: 

200 g Kraftfuttergemisch 53,0 g verdauliches EiweiB 


50 g Sojaschrot 19,0 g 9 9 
zusammen 72,0 g verdauliches Eiweif8 


davon wurde ein Drittel 24,0 g = 3,8g N in Form von 22 g Ammonium- 
bicarbonat mit 17,3°, N je Liter Milch verabfolgt. Das Salz wurde in 
Wasser gelést, mit den Sauerschnitzeln sorgfaltig gemischt, der ausfallende 
Starkewert durch Zulegung von 65g Kartoffelflocken je Liter Milch 
erganzt. 

Es ergeben sich nach Einsetzung der Kellnerschen Verdauungs- 





koeffizienten siehe beigegebene Rationstabellen folgende Rationen: 
ite ha sili inal ‘| Verdau- esi RS Py 
c licher Verdau- : si Eiweib- 
1 Trocken- | piweip- iches | Ammonium-_ Stiirke- ake 
Gew.  substanz — oom bicarbonat wert . 7 my i 
kg kg kg kg kg kg 
Krsatzfuttertiere : 
Kuh Nr. 150 692 10,136 1,162 0,828 0,308 5,720 1:63 
a ee 621 10,338 | 1,232 0,875 0,330 5,958 1:6,2 
. .» oe 545 9,923 1,082 0,773 0,286 5,567 | 1:6,7 
o 199 571 | 10,539 =: 1,308 0,926 0,352 6,144 1:6,0 


Mittel: 607 10,2384 1,196 0,850 0,319 5,845 


Grundfuttertiere : 


Kuh Nr. 209 542 9,685 0,906 0,906 5,029 | 1:53 
— a 575 9,908 0,978 0,978 — §,211 | 1:5,1 
~ -t» oa 543 «11,464 =: 11,482 1,482 - 6488 1:39 
- » 20 596 9998 0,978 0.978 — 5,211 1:5,1 
Mittel: 564 10,241 . 1,086 | 1,086 | 5,485 
Auf 1000 kg umgerechnet ergibt sich: 
Ersatzfuttertiere: 
Kuh Nr. 150 14,7 1,679 1,234 0.445 83 
oe . «mae 16,6 1,984 , 1,453 0,531 9,6 
, 186 18,2 1.986 | 1,461 0,525 10,2 
» 199 18,5 2,291 1,675 0,616 10,8 
Mittel: 17,0 1,985 1,456 0,529 9,7 
Grundfuttertiere: 
Kuh Nr. 299 17,9 1,671 1,671 - 9.3 
- . 196 17,2 1,701 1,701 9,1 
» 195 21,1 2.730 2,730 _ 11,9 
ae 16,6 1,641 1,641 8,8 
Mittel: | 18,2 1,936 1,936 — | 9.8 


* Also unter Nichtberiicksichtigung des Ammoniumbicarbonat-Stickstoffs. 


Infolge der zu hohen Gaben an Kraftfutter, zumal an verdaulichem 
EiweiB, diirfte der beabsichtigte Ersatz eines Drittels des Kraftfutters in 
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diesem Falle keinerlei wesentliche Wirkung zu aufern vermégen. Unter 
Beriicksichtigung dieser Tatsache wurden in Wirklichkeit ersetzt bei: 
Nr. 150: 54g EiweiB 
147: 133 ¢ 
186: 
199: — 


Es folgen die Angaben iiber Gewicht, Milchmenge, Fettprozente, Fett- 
menge, Protein-N-Prozente und Protein-N-Menge. 








x a Fett in Jo —" N in %% —— 
- Bal tel Se | Be be 
iC} ES | Z= Es 25 bei 1. Ersatz- 
. <3 rs] & s & ae periode 
2 == - & a & - 
7 on a oS _ 
Kuh Nr.150.. . 692,105 9,7 3,36| 347 353 338 0,531 51,4 
ee | ee 621 12,7 11,8 3,50) 353 445 418 0,498 58,8 
— ae 545' 9,8 7,9 3,62! 3,86 355 305 0.568 44,8 
a SP ws 571/ 10,1 10,1 3,84) 3,39 364 342 0,521) 52,6 
—— =e 542) 82) 7,41) 8,11} 38,18] 255| 232 0,504 37,1 
Ss le 575, 9.8) 88) 3,31 3,27) 324 288 0,528 46,6 
a = =—kee 543 15,9) 14.8 3,16 38,01 502 445 0,475 70,3 
<= ees « 596! 8.2) 6,1 3,59’ 3,53) 287 215 0,605 37,1 
Durchschnitt: 
Ersatzfuttertiere 607 99) 3,46; 3,56) 379) 351 0,529 50,9 
Grundfuttertiere 564 93 3,27) 3,24 342) 295|) 0,528 47,8 
Unterschied | 
zugunsten der 
Grundfuttertiere 43 0,6 —019 —0,82 —37 —56|\— 0,001 3,1 


* Bei Beginn der Fiitterungsgabe. 


Es scheint sich auch hier Ungerers Ansicht von einer Reizwirkung der 
Ammoniumsalze zu bestatigen, die sich unter anderem darin éuBert, daB | 
die Fettprozente und die Fettmenge steigen. 


Prozentuale Beteiligung des FuttereiweiBstickstoffs an der Milech- 








bildung: 
Ersatzfuttertiere Grund futtertiere 
Verdaulicher Reiner verdau- Ammonium- Verdaulicher 
EiweiBwert-N licherEiweif-N  bicarbonat-N Eiweili-N 
£ £ £ £ 
ae 191,5 136 55,5 174.0 
Erhaltungs-N (Kellner) 58,3 54,1 
Fir Milch und Fleisch- | 
bildung verfigbar . 133,2 77.7 119.9 
In der Mileh .... 50.9 47,8 | 
°-Verwertung des 
reinen verdaulichen ~ 


39,9 


or 


FiweiB-N ..... 65. 
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Obwohl nur eine geringe Vertretung des verdaulichen EiweiBes infolge 
der hohen EiweiBration in Frage kommen konnte, weist doch die Bilanz 
bereits eine Verwertung des reinen, verdaulichen EiweiBes auf, die etwas 
iiber das Mittel hinausgeht. Es diirfte vermutlich entweder KérpereiweiB 
der Ersatztiere verbraucht, oder Ammoniumbicarbonatstickstoff verwertet 
worden sein. 


3. Zweite Ersatzperiode vom 13. bis 26. April 1930. 


Zwei Drittel des verdaulichen Kraftfuttereiweifes, also davon 66,7. 
bzw. etwa 57,2 bis 57,8°, des verdaulichen GesamteiweiBes wurden 
ersetzt. 

48 ¢ verdauliches Eiwei8 im Kraftfutter = 7,7 g N wurden je Liter 
Milch durch 44,0 g Ammoniumbicarbonat ersetzt. Fitir den ausfallenden 
Starkewert traten wiederum Kartoffelflocken als Ersatz ein, 130 g. 

Folgende Rationen ergaben sich mit Hilfe von Kellnerschen Ver- 
dauungskoeffizienten; die Gesamtration ist in den Tabellen am Schlu8 
der Arbeit wiedergegeben : 





Verdau- Verdau- 


ocKen- . z é 0 - 
substan pit Meroe MeN, Diearbouat Stirkewert | Biwei 
kg kg kg kg kg 
Ersatzfuttertiere: 

Kuh Nr. 150 9,918 1,196 0,529 0,616 5.938 1:10,4 
. —aa 10,110 1,256 0,556 0,660 6,075 1: 10,0 
» 186 9,730 1,126 0,503 0,576 5,774 1: 10,6 
, 199 10.293 1,348 0,587 0,704 6.352 1: 98 


10,012 1,307 0,544 0,639 6,027 


Grundfuttertiere: 
Kuh Nr. 209 9,685 0,906 0,906 —_— 5,029 1:53 
ee 9,908 0,978 0,978 5,211 1:5,0 
» 195 11,464 1,482 1,482 _ 6,488 1:39 
+, 210 9,908 0,978 0,978 - 5,211 1:5,0 
10,241 1,086 1,086 — 5,485 
Auf 1000 kg Lebendgewicht umgerechnet: 
Ersatzfuttertiere: 
Kuh Nr. 150 14,3 1,721 0,760 0,886 8.5 
... er 16,3 2,013 0,891 1,056 9.8 
el 17,9 1,976 0,883 1,011 10,5 
, 199 18.0 2,342 1,012 1,214 11,1 
16,6 2,009 0,887 1,042 10,0 
Grundfuttertiere: 
Kuh Nr. 209 17,9 1,638 1,638 - 8.3 
. y= 17,2 1,672 1,672 — 9,1 
i xo 21,1 2,656 2.656 — 11.9 
ss 16,6 1,580 1,580 _- 8.8 
18,2 1,887 1,887 ~ 9.5 


* Unter Nichtberiicksichtigung des Ammoniumbicarbonat-Stickstoffs. 
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Ertrage der Tiere bei erster und zweiter Ersatzperiode. 





Milechmenge 


Gewicht in kg in kg 





a OL 
3: gi f|* is 
g¢6 2 4 
Krsatzfuttertiere : 
Kuh Nr. 150. 692 695+ 3 9,0 93 3,3 307 0,526 47,4 
ss. ie 621 (624+ 3] 11,8 11,2 3,36 376 0,500 55,6 
< nee. 545 570+25 7.9 6,3 3,72 234 0,601 35.8 
sO 571 580+ 9) 10,1 10,5 3,23 339 0,514 534 
Grundfuttertiere: 
Kuh Nr. 209. . 542 553+ 11 7,4 7,3 3,17 231 0,501 36,0 
>» > wee. 575 585+10 8.8 8.6 3,24 279 0,516 44,3 
>.  ; as > 543 558+15) 148 14,1 2.96 417 0.459 63,8 
* 210. . 596 619423 6,1 3,4 413 140 0,831 23,4 


Durehschnitt: 
E-rsatztuttertiere 607 6174-10 9.9 93 3,4 314 0.5385 48,1 
Grundfuttertiere 564 579+15 9,3 8,4 3,38 267 0,577 41,9 


Unterschied 


zuungunsten der 
Grundfuttertiere —43 | —38 06 —0,9 —0,02 47 + 0,042 6. 


te 


Das Anschwellen der N- und Fettprozente ist nur scheinbar, da Kuh 
Nr. 210 plétzlich in der Milchmenge nachlieB. Sie wurde mit Beendigung 
dieser Fiitterungsperiode ausgeschaltet, ebenso Kuh Nr. 186. Wir kénnen 
bisher beobachten, daB der Ersatz des verdaulichen KraftfuttereiweiB-N 
durch Ammoniumbicarbonat fiir die erste und zweite Ersatzperiode keine 
ungiinstigen Folgen hat. Die Milchmengen zeigen keine wesentlichen 
Veriinderungen und haben sich der Grundfutterperiode gegeniiber nur 
entsprechend dem Fortschritt der Lactation vermindert, wobei der Unter- 
schied der von den Ersatztieren erzeugten Milchmenge gegeniiber der 
Milchleistung der Grundfuttertiere sogar fortschreitend giinstiger von 
0,5 auf 0,6 und 0,9 kg je Tag und Stiick gestiegen ist. Das gleiche gilt von 
der Fettmenge, die von 37g Unterschied bei Grundfiitterung zugunsten 
der Ersatztiere auf 56 und 47 g Unterschied anwuchs. 


Die prozentualen Verwertungszahlen zeigen, daB an der Milchbildung, 
infolge unzulanglichen Vorhandenseins von FuttereiweiB, der Stickstoff 
des Ammoniumbicarbonats teilgenommen haben diirfte (vgl. folgende 


Tabelle). 
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Ersatzfuttertiere Grundfuttertiere 
Verdaulicher =... a Ammonium- Verdaulicher 
EiweibB-N-Wert EiweiB-N bicarbonat-N Eiweib-N 
g g a £ 
Im Fotter. . «1. 197,1 87,0 110,1 173.8 
Erhaltungs-N (Kellner) 58,3 54,1 
Far Milch- und Fleisch- 
bildung verfiigbar . 138,8 28,7 119,7 
In der Milech .... 48,1 41.9 
°.)-Verwertung des 
reinen verdaulichen 
KiweiB-N ..... 167,6* 35 


* Diese Zahl ist natiirlich unmiglich, wiirde sich aber ergeben, wenn man dem Ammonium- 
bicarbonat-N keine Wirkung fiir die Milchbildung zuschreibt. 


Die Lebendgewichtsunterschiede haben sich so unbedeutend zugunsten 
der Grundfuttertiere verandert um 5kg im Mittel —. da diese Zahlen 
keine Rolle spielen, zumal keine Gewichtsabnahmen ausgewiesen werden. 

Der tatsachliche Ersatz des EiweiBes durch Ammoniumbicarbonat 
betrug unter Berticksichtigung der héheren EiweiBrationen bei: 


Nr. 150: 330 g EiweiB Nr. 186: 178g EiweiB 
147: 415g a » 199: 342¢ - 


4. Dritte Ersatzperiode vom 27. April bis 15, Mat 1930. 


Das Kraftfutter wurde bei gleicher Grundfuttergabe zu 100°, durch 
Ammoniumbicarbonat ersetzt. 

Es treten je Liter Milch an Stelle von 72,0g verdaulichem EiweiB 
im Kraftfutter mit 11,5 g N als Ersatz 66g Ammoniumbicarbonat. Der 
ausfallende Stirkewert wurde je Liter Milch durch 195 g Kartoffelflocken 
erginzt. Mit Kellnerschen Verdauungskoeffizienten ergeben sich als 
Rationen (s. folgende Tabelle auf 8.129) (vgl. auch die beigegebenen 
Tabellen). 

Der Kraftfutter- bzw. der Ammoniumbicarbonatverzehr muBte der 
gesunkenen Milchmenge angepaBt werden. Als maBgebende Milchmenge 
wurde die des letzten Tages des vorhergehenden Abschnittes bzw. die des 
ganzen letzten Abschnittes im Durchschnitt genommen: Kuh Nr. 150 
= 8 Liter Milch, Kuh Nr. 147 = 11 Liter, Kuh Nr. 199 = 10 Liter, 
Kuh Nr. 209 = 8 Liter, Kuh Nr. 196 = 9 Liter, Kuh Nr. 195 14 Liter. 


Es wurden mithin an EiweiB ersetzt bei: 
Nr. 150: 536g EiweiB 
147: 707g 
. 199: 657g  ,, 
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Die Ergebnisse vgl. die folgende Tabelle. 





Auch die verabfolgten Rationen sind im Vergleich mit den Kellnerschen 
Normen als ausreichend zu bezeichnen, bis auf die Trockensubstanz; doch 
hat sich die letzterwihnte Abweichung nicht nachteilig ausgewirkt. 





Ersatzfutter- 
tiere: 

Kuh Nr. 150 
147 
199 
Grundfutter- 

tiere: 

Kuh Nr. 209 

» -» 4S 


195 


Durchschnitt: 
Ersatzfutter- 
tiere . F 
Grundfutter- 
tiere . 


os - 


bal 


Unterschied : 


Gewicht in kg 





of is 2 
es | a3 
53 | i8s 
= 5 an 5 
692 695 
621 624 
571 580 
542 | 553 
575 , 585 
543 558 
628 | 633 
553 «565 
-75  -68 


Milchmenge 


SchluBbgewicht 


680-15 93 
610—14 11,2 
582+ 2) 10,5 
565 + 12 é 


7,3 
604 +19 86 
563+ 5 14,1 


624-9 938 
‘S77+12 84 
-47 0,9 





Fett in %» 


7,0 |) 3,21 
10,3 | 3,09 
93 | 3,22 
|| 
6.4 || 2,98 
7,9 || 3,0 
11,7 || 2.91 
| 
8.9 | 3.17 
i 
8,7 || 2,96 
~ 0,2 ||-0,21! 


Fettmenge in g 


- 25 


© 

Z = 

x 
0,533 | 37,2 
0,483 | 49,8 
0,509 | 47,4 
0,480 | 30,9 
0,506 | 39,8 
0,470 | 54,6 
0,508 44,8 
0,485 41,8 
- 0,023 - 3,0 


Auch hier ist eine gewisse Reizwirkung bei Fettprozent und Fettmenge 


nicht zu verkennen. 


Wir haben im laufenden Abschnitt bei den Ersatz- 


tieren mit einer wahrscheinlich wirklich vorhandenen, wenn auch nicht 
ganz gesicherten Abnahme von rund 10 kg, bei den Grundfuttertieren mit 
der gleichen Zunahme zu rechnen. 


Prozentuale Verwertung des 


bildung: 


FuttereiweiBstickstoffs fiir 


Milch- 


die 





{m Futter 


Erhaltungs-N (Kellner) 


Fir Milch- 


und 


Fleisch- 


bildung verfiigbar . 
In der Milch . 


°)-Verwertung des reinen 
verdaulichen EFiweib - N 


Ersatzfuttertiere 


 Verdaulicher 
Eiweif-N-Wert 


£ 


146.0 


85,2 


Verdaulicher 
EiweiB-N 
g 


31,7 
60,8 


— 29,1 
44,8 


Frundfuttertiere 
Verdaulicher 
EiweiB-N 
g 


137,3 
54,2 


82.8 
41,8 


50,5 
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Der Ersatz des FuttereiweiBes durch Ammoniakstickstoff wurde 
hier so weit getrieben, daB nicht einmal der nach Kellner zur Erhaltung 
des Kérpers erforderliche Eiweifstickstoff gedeckt war, sondern fast 
zur Halfte ins Minus gelangte. Da aber in der Milch auBerdem noch 
45 g EiweiB-N ausgeschieden wurden, so muB wohl ein ganz erheblicher 
Teil des Ammoniakstickstoffs zur Erméglichung der Kérpererhaltung 
und zur Erzeugung der Milch verwendet worden sein, zumal nicht 
anzunehmen ist, daB bei der geringen Kérpergewichtsabnahme die 
Tiere KérpereiweiB zugegeben hatten. Nach den Gewichtszahlen 
haben die Ersatzfuttertiere gegeniiber den Grundfuttertieren verhaltnis- 
maBig weniger zugenommen bzw. sogar abgenommen. Doch kénnen 
bei einem so groBen Tier wenige Kilogramm, nur 3'/,°% des Gewichts, 
kaum eine sehr bedeutende Rolle spielen. Die Ersatzfuttertiere waren 
bei 150 und 147 recht schwer und hatten deshalb eine etwas knappe 
Ration. Endgiltig vermag man jedenfalls noch nicht zu behaupten, 
daB eine synthetische anorganische N-Verbindung als vollwertiger 
Ersatz gegeniiber einer verdaulichen EiweiBverbindung auftreten kann, 
selbst wenn, wie hier, der Starkewert erginzt wurde. Aber auch zum 
Beweis des Gegenteils geniigen die Gewichtszahlen nicht, da die Mehr- 
zunahme der Grundfutterreihe nur + 9kg je Stiick betragt. Diese 
Feststellung schlieBt natirlich die Méglichkeit nicht aus, daB die Kérper 
der Ersatztiere EiweiB abgegeben und Fett angesetzt haben, so dab 
sogar gréBere EiweiBzuschiisse der Kérper derart verdeckt worden 
waren. Wahrscheinlich indes ist diese Hypothese nicht, da im all- 
gemeinen die Milchleistung ein ziemlich empfindliches Reagens bei 
erheblich unzureichenden FuttereiweiBgaben darstellt. Obwohl also 
fiir eine sichere Entscheidung infolge der nur kurzen Dauer des gesamten 
Versuchs noch keine Méglichkeit vorliegt, darf man doch annehmen, 
daB ein Ersatz von verdaulichem EiweiB-N durch anorganischen N 
in Form von organischen Ammoniaksalzen nicht von der Hand zu 
weisen ist. Es empfiehlt sich, diese Tatsache in langer dauernden Ver- 
suchen zu priifen und vor allem auch die Vorbedingungen einer genauen 
Durchforschung zu unterziehen. 


Zusammenfassung. 


In kiirzer dauernden Versuchen konnte bei Milchkiihen durch 
mit sauren Diffusionsschnitzeln versetztes Ammoniumbicarbonat 
das KraftfuttereiweiB in recht erheblichem Umfang, zum Teil voll- 
stindig, ersetzt werden. Es erscheint Verwertung des Bicarbonat-N 
bei der Milchbildung zum mindesten recht médglich, wenn nicht 
wahrscheinlich. 


9* 
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Ammoniumbicarbonat als KraftfuttereiweiBersatz. 
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Uber die Natur der Zymasegirung. 


Von 


W. A. Belitzer und E. N. Gorkin. 


(Aus dem Laboratorium fiir allgemeine Biologie des 2. Moskauer Medizini- 
schen Instituts.) 


(Eingegangen am 12. Dezember 1931.) 


Die Experimente, die wir mitteilen wollen, haben das Ziel, die Ein- 
wainde von Kostytschew! und anderen gegen die Existenz der zellfreien 
Garung zu widerlegen. Besonders nach der Arbeit von V. Jonds*, der eine 
ganze Reihe merkwiirdiger Hefemodifikationen beschrieb, scheinen solche 
Experimente erwiinscht zu sein. Ferner berichten wir iiber die Be- 
ziehungen zwischen Garung und Oxydation bei der Zymasegiarung. 


I. Wird die Giirung des Mazerationssaftes durch ultramikroskopische 
Mikroorganismen verursacht? 

Wiahrend der Dauer der Mazeration (2 Stunden bei 35°) findet im 
Mazerationsgemisch eine lebhafte Vermehrung der Bakterien und, wie 
man annehmen kénnte, der ultramikroskopischen Mikroorganismen statt. 

Es erschien méglich, die Mazeration zu vermeiden und den Hefesaft 
folgenderweise herzustellen: Die Trockenhefe wird nach sechsstiindiger 
Erwarmung bei 100° in einer Reibschale zu einem feinen Pulver zerrieben 
(was etwa 20 Minuten erfordert), mit der fiinffachen Menge Wasser 
vermischt und auf 20 bis 30 Minuten bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen. Dann wird zentrifugiert und das Zentrifugat mehrmals 
durch dasselbe doppelte, glatte Papierfilter filtriert. Der so gewonnene 
Hefesaft sieht ganz wie ein Mazerationssaft aus, zeigt aber keine In- 
duktionsperiode der Géarung (was wohl mit der Anwesenheit 
von Glykogen, welches nur wahrend der Mazeration verschwindet, 
im Zusammenhang steht). 

Die Garkraft dieses Saftes variiert in denselben Grenzen wie die 
des aus unserer Trockenhefe hergestellten Mazerationssaftes. Wahrend 
der ersten 24 Stunden der Garung entwickeln sich 0,13 bis 0,18 ¢ 
Kohlendioxyd. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 197, 213, 1931; 189, 11, 1930; 188, 133, 
1929; 176, 55, 1928; 168, 244, 1927. 
2 Diese Zeitschr. 239, 140, 1931. 
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Extrahiert man ebenso die unzerriebene Trockenhefe, so erhalt 
man einen gelblichen, klaren und stets gérunfihigen Extrakt. 

Falls man die Garkraft des Saftes subvisiblen Mikroorganismen zu- 
schreiben wollte, so miBte angenommen werden, daB die Eiweibkorper. 
die aus den zertriimmerten Hefezellen in bedeutender Menge extrahiert 
werden, die Viskositat der Fliissigkeit so stark erhéhen, daB die Mikro- 
organismen nicht mehr abzentrifugiert werden kénnen. Diese Méglich- 
keit schlieBen aber unsere folgenden Versuche aus. Die zerriebene 
und unzerriebene Trockenhefe wurde mit der zweifachen Menge Wasser 
vermischt. Nach halbstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde 
die zerriebene Trockenhefe mit Wasser (1:4), die unzerriebene 
mit 7°%,iger Gelatinelésung (1:2) verdiinnt. Nach dem Zentri- 
fugieren ergab sich, daB die zerriebene Hefe einen aktiven, die un- 
zerriebene einen inaktiven Saft lieferten. (Die Garung wurde in 
einem Barkroftschen Apparat beobachtet.) Mittels eines Ostwaldschen 
Viskosimeters wurde die Viskositét der beiden Extrakte gemessen. 
Wir fanden die relative Viskositaét des aktiven Extraktes gleich 1,13, 
die des nichtaktiven gleich 11,50. Ahnliche Versuche wiederholten 
wir mehrmals. 

Die Gelatine an sich hemmt weder die Garung, noch die Her- 
stellung der wirksamen Extrakte aus der zerriebenen Trockenhefe, 
wovon wir uns leicht iiberzeugen konnten. 

Man kénnte noch an die Méglichkeit eines intrazellularen Para- 
siten oder eines Symbionten denken. Diese Méglichkeit wird aber 
durch keine Tatsache gestiitzt. 


Il. Uber die Wirkung der Aeration auf die Girfihigkeit der Zymase. 

In der Tabelle I sind die Resultate der Aerationsversuche wieder- 
gegeben (Nr. 5 und 6). 

Um den Verlust an Kohlenséure wahrend der Liiftung zu vermeiden, 
wurden die Garkélbchen 1 Minute lang tiichtig geschiittelt, dann gewogen, 
und erst darauf wurde der Inhalt mit Luft gesattigt. Diese Operation wurde 
taglich durchgefiihrt. In den Kontrollversuchen wurden die Garkélbchen 
ebenso geschiittelt. 

Tabelle J. 








COzg in g nach Std. Im 
Nr. ate ganzen 
18 24 24 24 24 g£ CO, 
; or le 0,07 0,06 0,04 0,03 0,01 0,2 
: Durch ein Papierfilter filtriert | reed 0,06 0,05 0,03 0,01 O22 
Durch eine Berkefeldkerze filtriert: 
3 1. Portion (18 Min.) . . . . . . 0,02 0,02 0,01 0,00 0,00 0,05 
4 2. Portionen (270 Min.) . .. . 0,02 0,01 0,00 0,00 0,00 0,03 
Durch ein Papierfilter filtriert: 
5 Aeriert. .......+.. . .« || 0,07 | 0,04 | 0,08 | 0,01 | 0,00 || 0,15 
6 Aeriert. . 2... 2s 6 ss « = | 0,07 | 0,08 | 0,08 | 0,01 | 0,00 || 0,16 


10* 














148 W. A. Belitzer u. E. N. Gorkin: Natur der Zymasegérung. 


Durch die Anwesenheit des freien Sauerstoffs wird die Garkraft 
des Mazerationssaftes vermindert, und die Gaérung kommt schneller 
zum Stillstand; die hemmende Wirkung des Sauerstoffs auf die zellfreie 
Garung, und zwar auf die ,,Phosphatperiode“ derselben ist bereits 
von O. Meyerhof' beobachtet worden. 

Das Ergebnis von Kostytschew und Faermann*, daB die Liftung 
des girenden Zymins die Anzahl] der auflebenden Hefezellen vermindert, 
scheint uns von Wichtigkeit zu sein. Die Erhaltung und Regeneration 
der lebenden Strukturen wird hier also durch O, in einer ungiinstigen 
Weise beeinfluBt. Unserer Meinung nach ist die Zymase ein iiber- 
lebendes Protoplasma der zerstérten Hefezellen. 

Die ,,protoplasmatische Organisation’ der Acetonhefe und der 
Hefesafte ist wahrend der Praiparation so geschadigt worden, daB die 
Oxydationsprozesse anormal verlaufen und keine ,,niitzliche“ Arbeit 
leisten. Im Gegensatz hierzu scheinen die protoplasmatischen Sciruktur- 
bedingungen der Garung in den Zymasepraparaten noch erhalten zu 
sein. Die Garung (der anaerobe Stoffwechsel) ist als Energiequelle 
fiir die Regeneration der Acetonhefe notwendig. Die Garung an sich 
hat einen deutlichen schiitzenden EinfluB auf die Zymase des Mazerations- 
saftes (H. Haehn und H. Schifferdecker®). Etwas Ahnliches findet man 
auch bei den K6rperzellen der héheren Tiere; O. Warburg schreibt: 
,.Beim Zugrundegehen der Kérperzellen verschwinden die beiden 
Stoffwechselreaktionen nicht gleichzeitig, sondern die Atmung ver- 
schwindet schneller als die Garung‘‘4. 


Zusammenfassung der experimentellen Ergebnisse. 


Aus der fein zerriebenen Trockenhefe kann ein aktiver Hefesaft 
ohne Mazeration hergestellt werden. Die Vermutung, daB die Garung 
des Hefesaftes auf die Tatigkeit ultramikroskopischer Mikroorganismen, 
die wegen der hohen Viskositaét des Saftes nicht abzentrifugiert werden 
kénnen, zuriickzufiihren ist, erwies sich als unhaltbar, denn die un- 
zerriebene Trockenhefe liefert immer einen inaktiven Extrakt, auch 
dann, wenn die Viskositét der Fliissigkeit durch Gelatinezusatz weit 
iiber die des aktiven Extraktes gesteigert ist. 

Zum SchluB méchten wir dem Leiter des Laboratoriums, Herrn Professor 
E. Bauer, fiir sein stetes Interesse und einige wertvolle Ratschlage unseren 
herzlichen Dank aussprechen. 


1 Diese Zeitschr. 162, 43, 1925. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 46, 1928. 

3 Diese Zeitschr. 188, 209, 1923. 

* Verhandlungen der deutschen Gesellschaft fiir innere Medizin, 


XL. Kongre8 1928, 











Zur Methodik der Blutanalyse. 


(Bestimmung von Cl, Na, K und Lipoiden wie Lecithin, Cholesterin, 
Cholesterinester und Neutralfett im Blutserum.) 





Von 
Leonhard Wacker. 
(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts in Miinchen.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1931.) 


Chlorbestimmung. 


Die zur Chlorbestimmung mit Silbernitrat im Blute oder Blutserum 
gebrauchlichen titrimetrischen Methoden mit Kaliumchromat oder 
Eisenammoniakalaun als Indikator leiden unter dem Mifstand, dab 
der Farbumschlag von Gelb nach Hellbraun bzw. der Eintritt einer 
Rotfarbung schwer bzw. undeutlich erkennbar ist, wodurch natiirlich 
die Genauigkeit der Analyse sehr beeintrachtigt wird. AuBerdem 
liefert die Volhardsche Methode dann unrichtige Werte, wenn man 
das Chlor durch iiberschiissige Silbernitratlésung von bekanntem 
Gehalt ausfallt und dann den UberschuB des zugesetzten Silbers bei 
Gegenwart von Salpetersdure und Eisenammoniakalaun als Indikator 
mit einer auf die Silbernitratlésung eingestellten Rhodanammonium- 
losung bis zur Rotfarbung zuriicktitriert. Die Beendigung der Silber- 
fallung durch das Rhodan ist auf diesem Wege nicht genau feststellbar, 
weil die Rotfarbung erst nach Zusatz eines bedeutenden Uberschusses 
an Rhodan erkennbar wird. Der Grund der Ungenauigkeit liegt nach 
Drechsel' in der leichteren Léslichkeit des Chlorsilbers gegeniiber dem 
Rhodansilber. Der Beweis hierfiir ergibt sich aus folgender Tatsache: 
Wenn man Chlorsilber mit rotem Ferrirhodanid schiittelt, so ver- 
schwindet die- rote Farbe unter Bildung von Cyansilber und Eisen- 
chlorid gemaB der Formel: 

3 AgCl + Fe(CNS), = 3 AgCNS + FeC),. 

Man braucht also unter diesen Umstanden zu viel Rhodan. Der 

Chlorgehalt wird daher zu niedrig ausfallen. Dies laBt sich nur ver- 





1 Drechsel, Je f. prakt. Chem. (N. F.) 15, 191, 1877; Treadwell, Lehrb. 
d. analyt. Chem., 11, Aufl., 2, 614, 1927. | 
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meiden, wenn man vor dem Zuriicktitrieren eine Filtration vom Chlor- 
silber einschaltet und das iiberschiissige Silber ini einem aliquoten Teil 
des Filtrats bestimmt. Dadurch laBt sich natiirlich die Ungenauigkeit 
des Eintritts der Rotfarbung auch nicht vollkommen beseitigen. Zur 
Bestimmung des Chlorgehalts im Serum wird man daher vorteilhafter 
die im folgenden zu beschreibende gewichtsanalytische Methode ein- 
schlagen: 

3cem Serum werden in einem kleinen Becherglas mit 1 c¢cem konz. 
Salpetersiure angesiuert und unter Umriihren 15 ccm einer 0,85 °,igen 
Silberlésung (etwa n/20) und dann weitere 7cem konz. Salpetersiéiure 
zugegeben. Man bedeckt das Becherglaschen mit einem Uhrglas und erhitzt 
etwa 3 Stunden auf einem kochenden Wasserbad bzw. so lange, bis die 
iiber dem zusammengeballten Chlorsilber stehende Fliissigkeit leicht gelb 
gefarbt und klar geworden ist. Wahrend des Erhitzens riihrt man 6fters 
und vorsichtig mit einem Glasstaébchen um. Nach dem Erkalten filtriert 
man die iiberstehende Fliissigkeit durch einen gewogenen Schottschen 
Porzellanfiltertiegel und dekantiert zweimal mit salpeterséiurehaltigem 
Wasser (etwa 1 ccm konz. Salpetersiiure pro 100 cem H,O); dann wird das 
in der Hauptmenge noch im Becherglas befindliche Chlorsilber viermal 
mit je 20cem eines Alkohol-Athergemisches (3 Teile absoluten Alkohol 
und 1 Teil Ather) je '/, Stunde lang unter Umriihren ausgezogen bzw. 
dekantiert. Hierauf spiilt man das Chlorsilber mit Alkohol quantitativ 
in den Tiegel und wascht den Tiegelinhalt drei- bis viermal mit heiBer, 
1°. iger Sodalésung bzw. so lange nach, bis das Waschwasser nicht mehr 
gelb gefarbt ist. Die Sodalésung verdraéngt man durch Waschen mit salpeter- 
siurehaltigem Wasser und dieses wiederum durch zweimaliges Nachspiilen 
mit Alkohol und etwas Ather. Tiegel samt Inhalt werden 1 Stunde lang 
bei 130° getrocknet und nach dem Erkalten gewogen. 

Durch Multiplikation des gefundenen Chlorsilbers mit dem Coeffizienten 
58 . 454 (NaCl) 
143 . 337 (AgCl) 
3cem Serum. Nach der beschriebenen Methode betraigt der Chlorgehalt 
des menschlichen Blutserums im Ruheniichternzustand im Mittel aus 
18 Untersuchungen 359 mg-°4 Cl bei einem Mindestwert von 330 
und einem Héchstgehalt von 392 mg-°,. Beim Kaninehen war der Chlor- 
gehalt 352 mg-°®. Daraus berechnet sich ein mittlerer Kochsalzgehalt 
des Serums beim Menschen von 592 mg-°% und 580 mg-°,, beim Kaninchen. 


= 0,4078 erhalt man die entsprechende NaCl-Menge in 


Gewichtsanalytische Bestimmung des Natriums nach Kramer und Tisdall'. 


Die Methode zur quantitativen Bestimmung des Natriums mit 
Kaliumpyroantimoniat liefert genau tbereinstimmende Werte, wenn 
man die Angaben der Originalvorschrift einhalt und dem Fallungs- 
reagens Atzkali zusetzt. 

In der deutschen Ubersetzung mancher Anleitungen zur Blutanalyse 
fehlen Angaben iiber den erforderlichen Kalizusatz, so daB auch nach eigener 
Erfahrung unsichere Werte erhalten werden ?. 


1 Kramer u. Tisdall, J. of biol. Chem. 46, 467, 192k. 
2 Jansen u. Léw, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 154,215, 1927. 
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Bei vorschriftsmaBiger Bereitung des Reagens wurden im menschlichen 
Blutserum im Mittel von 19 Personen 324,5 mg-°{, Na mit Schwankungen 


© 


von 300 mg-°, als niedrigsten und 354 mg-°, als Héchstwert gefunden. 


Kaliumbestimmung nach der Methode yon Kramer und Tisdall'. 


Die Kaliumbestimmung durch Fallung mit Cobaltnitritreagens 
und nachherige Titration des ausgefallenen Kaliumnatriumhexanitro- 
kobaltiats mit Permanganat liefert mit Kaliumstandardlésungen 
zuverlassige Werte, bei der Kaliumbestimmung im Serum jedoch fallt 
zuweilen auf, daB sich der Niederschlag der Kaliumverbindung nicht 
in kristallinischer Form, sondern voluminés abscheidet. Bei der nach- 
folgenden Titration mit Permanganat liefert die voluminése Ab- 
scheidung zu hohe Werte. Nach beendigter Titration sieht man dann 
in der Fliissigkeit kleine Flecken oder Schlieren herumschwimmen. 
Solche Versuche sind zu verwerfen. Die Ursache des vermehrten Per- 
manganatverbrauches diufte in einer Abscheidung von Eiweif (Fibrin) 
zusammen mit dem Kaliumniederschlag zu suchen sein, das, wie sich 
leicht nachweisen JaBt, in der Warme in schwefelsaurer Lésung Per- 
manganat entfarbt. 


Der Beweis fiir die Richtigkeit des soeben Gesagten ergibt sich noch 
aus folgender Erfahrung: Nach den urspriinglichen Angaben besteht die 
Méglichkeit, daB aus den roten Blutkérperchen Kalium in das Serum 
ubertritt, wenn es hamolytisch geworden ist oder wenn nicht rasch genug 
zentrifugiert wurde. Wenn man dementsprechend nach der Blutentnahme 
rasch arbeitet, so kann man haufig nachtraglich eine Gerinnung des Serums 
wahrnehmen. Bei Zusatz von Nitritreagens zu einem solchen Serum gleich 
nach der Herstellung ist eine Vermischung mit Fibrin unvermeidlich. 
Bei der nachfolgenden Titration wird dann ein vermehrter Kaligehalt 
vorgetauscht. Die vielfach widersprechenden Resultate iiber den Kalium- 
gehalt des Serums in der Literatur? diirften auf diese Mi®stande zuriick 
zufiithren sein. 

Es empfiehlt sich daher, folgendes Verfahren einzuschlagen: Das Blut 
wird nach der Entnahme tunlichst rasch zentrifugiert. um einer Diffusion 
von K aus den Blutkérperchen in das Serum vorzubeugen. Das so ge- 
wonnene Serum ]aé8t man iiber Nacht im Eisschrank stehen, sodann schiittelt 
man es in einem Glaszylinder mit Glasstopfen und Glasperlen gut durch, 
zentrifugiert und fallt dann erst mit Nitritreagens. Nach dieser Behandlung 
fallen die K-Werte ganz allgemein etwas niedriger aus. 

Wir haben vor der Beseitigung der Fehlerquelle im Blutserum von 
19 Gesunden and Rekonvaleszenten durchschnittlich 21,8 mg-°., K_ ge- 
funden bei einem Niedrigstwert von 17,3 und Héchstwert von 24.3 mg-°,. 
Nach Beseitigung des Fehlers betrug der mittlere Kaliumgehalt in fiinf 
verschiedenen Seren 20,09 mg-°,, bei einem Niedrigstwert von 18,98 und 
Hoéchstwert von 21,09mg-°,.  Beim Kaninchen sind die Kaliumwerte 


1 Kramer u. Tisdall, J. of biol. Chem. 46, 339, 1921; 48, 4, 1921. 
* Kylin, .,Die WHypertoniekrankheiten‘* 1930, 8.128; Unshelm, 
Jahrb. d. Kinderheilkde. 126, 75, 1929. 
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durchsehnittlich niedriger, sie betragen im Mittel aus vier Versuchen 
17,2 mg-°,. Zu bemerken ist, daB der aus dem Kaninchenserum ausfallende 
Niederschlag immer kristallinisch war. 


Quantitative Bestimmung der Bestandteile des Lipoidgefiiges im Blutserum. 

Das Lipoidgefiige des Serums setzt sich zusammen aus Lecithin, 
Cholesterinfettsaureestern, freiem Cholesterin und _ Triglyceriden 
(Neutralfett) sowie geringen Mengen einer indifferenten fettartigen 
Substanz, die als Steroid! bezeichnet wurde. Aus dem Fettsaéuregehalt 
der Mehrzahl der Komponenten dieses Lipoidkomplexes muB auf 
einen Zusammenhang derselben mit dem Fettstoffwechsel geschlossen 
werden. Dieses Lipoidgefiige ist als ein einheitliches Ganzes aufzufassen, 
weil es unter Beibehaltung des quantitativen Mischungsverhaltnisses 
den energetischen Bediirfnissen des Organismus entsprechend im Blute 
vermehrt werden kann® und damit augenscheinlich der Ausdruck 
eines gesteigerten Fettstoffwechsels ist. Die Schwankungen des Lipoid- 
gehalts im Blute ahneln demnach den Verhaltnissen beim Kohlenhydrat- 
stoffwechsel bzw. den Hyperglykimien. Die Gesamtlipoide im Blute 
sind z. B. vermehit im Hunger, bei der Arbeit, in der Schwangerschaft. 
Unter pathologischen Verhaltnissen beim Diabetes, der essentiellen 
Hypertension usw. Solche Hyperlipoidimien stellen — soweit sie bis 
jetzt daraufhin untersucht sind — in bezug auf ihre Komponenten 
ein Multiplum der Verhaltnisse im Ruheniichternzustand dar. Unter 
normalen Verhaltnissen, im Ruheniichternzustand, tritt der Neutral- 
fettgehalt des Blutes gegeniiber dem Lecithin und den Cholesterinestern 
in den Hintergrund. Eine Ausnahme hiervon macht nur die nach Auf- 
nahme einer fettreichen Nahrung auftretende ,,Hyperlipamie™, auBerlich 
vielfach gekennzeichnet durch eine kolloide Triibung des Serums. 
Die in der Literatur viel besprochene Hypercholesterinamie ist lediglich 
eine Teilerscheinung der Hyperlipoidimie. Bei steigendem Gesamt- 
lipoid bzw. Cholesteringehalt bleibt nach unseren Erfahrungen das 
Verhaltnis von freiem zum Estercholesterin (34 : 66) konstant. Deshalb 
mu man das freie Cholesterin auch als einen wesentlichen Bestandteil 
des Lipoidgefiiges betrachten. 

Von dem Gesichtspunkt ausgel.end, daBb diese Hyperlipoidimien 
mit dem intermediaren Fettstoffwechsel in engem Zusammenhang 
stehen, gewinnen diese physiologischen und pathologischen Lipoid- 
anreicherungen erneutes Interesse. Es ist daher wichtig, eine zuverlassige 
Extraktionsmethode zur raschen Orientierung zu besitzen, ohne zunachst 


1 L. Wacker, Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 404, 1912; Frankfurter 
Zeitschr. f. Pathol. 32, 291, 1925; Lifschitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 117, 
201, 1921; F. N. Schulz, Oppenheimers Handb. f. Biochem. 8, 570, 1925; 
v. Szent-Gydrqgy u. Tominaga, diese Zeitschr. 146, 231, 1924. 

2 L. Wacker u. C. Fahrig, Klin. Wochenschr. 1932. 
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die einzelnen Komponenten ihren Mengenverhaltnissen nach feststellen 


zu mussen. 


Zu diesem Zwecke erhitzt man das Serum mit Alkalilauge, extrahiert 
das angesiuerte Verseifungsprodukt, das die aus Lecithin, Cholesterinestern 
und Neutralfett abgespaltenen Fettsiuren sowie das Gesamtcholesterin 
enthalt, mit Petrolaéther. Aus dem Gewicht des so erhaltenen Extrakts 
berechnet sich annéhernd der Gehalt an Gesamtlipoiden durch Multi- 
plikation mit der Zahl 1,13 (iiber die Herkunft dieser Zahl siehe weiter 
unten). 


Petrolitherextrakt des Blutserums (Gesamtfettsiuren + Cholesterin). 


3ccm Serum werden mit 20cem 25° ,iger Kalilauge 3 Stunden lang 
im offenen K6élbchen ohne RiickfluBkiihlung #m kochenden Wasserbad 
erhitzt. Das verdampfte Wasser wird nach dem Erkalten durch Zugabe 
von 20 cem Wasser ersetzt und mit konzentrierter Salzséiure bis zur kongo- 
sauren Reaktion angeséuert. (Erforderlich sind etwa 13 cem einer 24° igen 
Salzsiure.) Nach dem Abkiihlen wird die Fliissigkeit in einen Scheide- 
trichter iibergefiihrt, das Kélbchen mit 20 cem Petrolither gut nachgespiilt 
und dieser gleichfalls in den Scheidetrichter gegeben. Hierauf schiittelt 
man 2 Minuten lang gut durch. Nach Trennung der beiden Schichten wird 
die untere wasserige noch einmal mit 20 und zweimal mit je 15 cem Petrol- 
ather ausgeschiittelt. Falls die Schichten sich schwer trennen, kann die 
Scheidung durch Zugabe von einigen Tropfen Alkohol beschleunigt werden. 
Der Petrolather darf keine hochsiedenden Bestandteile enthalten. Am besten 
eignet sich dazu der Petrolather zur Analyse (der Firma Merck). Die ge- 
sammelten Petrolitherextrakte wascht man im Scheidetrichter durch 
Schiitteln mit 25 cem Wasser. Das Waschwasser wird wiederum mit 10 cem 
Petrolather extrahiert und dieser mit dem iibrigen Petrolather in einem 


Tabelle I. 





Héchst- 
und 
Niedrigst- 


Art des Versuchs Versuchsanordnung 
werte 


des Extrakts 


_ Anzahl der 
Untersuchungen 
Cholesteringehalt 


gehalt des Serums 


mg-"'» 


Gesunde und Rekonvales- Ruheniichtern- 19 378-686* 
zenten werte 

Nach ermidender Arbeit Ruheniichtern- 7 594 481-800 
am Ergostaten werte 

Schwangere Frauen Ruhenichtern- 4 870 717-953 
werte 

Fettreiche Nahrungs- Blutentnahme nach 4 823 521-1310 

aufnahme 41J, Std., 
vorher 1 Std. Ruhe 

Essentielle Hypertension Ruheniichtern- 14. 637 | 483-763 

werte 


* Der Hiéchstwert von 686 mg-° 9 ist meines Erachtens bereits pathologisch. 
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gewogenen Erlenmeyer-Kélbchen von 150 bis 200 cem Inhalt vereinigt. 
Nach dem Abdestillieren des Petrolathers wird der Riickstand am kochenden 
Wasserbad durch Einblasen von Luft mit einem Gummiblasebalg getrocknet 
und schlieBlich 1 Stunde lang im Trockenschrank bei 105° nachgetrocknet. 
Nach dem Erkalten des Kélbchens im Exsikkator wird wiederum gewogen. 

Das Gewicht des Fettséure-Cholesteringemisches des Petrolather- 
riickstandes variiert unter physiologischen und pathologischen Verhaltnissen 
sehr stark, wie vorstehende Ubersicht zeigt. 

GemaB diesen Ergebnissen steigt der Cholesteringehalt bei den unter- 
suchten Hyperlipoidimien ziemlich gleichmaBig mit der Gesamtlipoid- 
menge an. Der Cholesteringehalt des Petrolatherextrakts ist daher annahernd 
(innerhalb der Fehlergrenzen) konstant und betragt 28 bis 32°,. Bei der 
alimentéren Hyperlipaémie dagegen geht der Cholesteringehalt des Blut- 
fettes nicht immer parallel mit der Zunahme und ist gegeniiber der Norm 
von etwa 31 auf 19 gesunken. 


Bestimmung der einzelnen Bestandteile des Lipoidgefiiges. 


Zur quantitativen Bestimmung der einzelnen Bestandteile des 
Lipoidkomplexes kann die folgende zum Teil indirekte Methode dienen. 
Man bestimmt das Gesamtcholesterin in einer besonderen Serumprobe 
kolorimetrisch. Den erwahnten Petrolatherextrakt hierzu zu verwenden, 
empfiehlt sich nicht, weil die Chloroformlésung desselben, besonders 
bei lipoidreichen Seren eine gelbliche Farbe annimmt, die bei der Kolori- 
metrie stérend wirkt. Die Differenz zwischen Gesamtextraktgewicht 
und Cholesterin gibt die Menge der Fettsauren, die im Lecithin, Chole- 
-terinester und Neutralfett enthalten waren. Das freie, nicht veresterte 
Cholesterin ermittelt man in einer besonderen Serummenge gewichts- 
analytisch nach Miihlbock wnd Kaufmann'. Die Differenz zwischen 
Gesamtcholesterin und freiem Cholesterin ist die Menge des mit Fettsaéure 
in Esterform anwesenden Cholesterins. Sie wird als Olsaéurecholesterin- 
ester berechnet. Die Phosphatide berechnet man als Stearyloleyl- 
lecithin aus dem Lipoidphosphor. Diesen wiederum erhalt man durch 
Abzug des anorganischen (siureléslichen) Phosphors vom Gesamt- 
phosphor des Serums. Nach Abzug der auf den Cholesterinester und 
das Lecithin berechneten Fettsiure von der Gesamtfettsaiure hinter- 
bleibt die als Triglycerid (Neutralfett) vorhandene Fettsiure. Sie wird 
als Dioleylstearylglycerid in Rechnung gestellt. Die so gefundene 
Neutralfettmenge enthalt dann noch das allenfalls vorhandene in- 
differente Steroid. 


1 O. Miihlbock u. C. Kaufmann, diese Zeitschr. 238, 229, 1931. v. Szent- 
Gyorgy (ebendaselbst 136, 109, 1922) empfiehlt zur Cholesterinbestimmung 
Aceton als Lésungsmittel. Versetzt man Aceton, gleichgiiltig ob es Chole- 
sterin enthalt oder nicht, mit einer alkoholischen Lésung von Digitonin, 
so entsteht immer sofort ein Niederschlag, weil Digitonin in Aceton un- 
léslich ist. Das Aceton diirfte somit als Lésungsmittel zum qualitativen 
oder quantitativen Nachweis von Cholesterin mit Digitonin ungeeignet sein. 
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Bestimmung des Gesamtcholesterins, 


leem Serum! wird mit 10 cem 25° iger Kalilauge 2 bis 3 Stunden 
im kochenden Wasserbad erhitzt. hierauf nach dem Erkalten | c¢em Wasser 
zugegeben und mit 10 cem Chloroform | Minute lang gut durchgeschiittelt. 
Nach der Trennung der Schichten lat man das Chloroform in ein trockenes 
K6lbchen abflieBen und schiittelt die iiberstehende Fliissigkeit noch zweimal 
mit je 8cem Chloroform aus. Die vereinigten Chloroformextrakte werden 
zweimal durch Schiitteln mit je 10 cem Wasser gewaschen. Die Waschwiisser 
werden mit 3 cem Chloroform extrahiert. Nach der Vereinigung der Chloro- 
formextrakte ]4Bt man bis zur erfolgten Klarung stehen. Dann filtriert man 
von den abgeschiedenen Wassertrépfchen durch ein trockenes Filter in 
ein 25-cem-MeBkélbchen und fiillt mit Chloroform bis zur Marke auf. 
10 cem hiervon, entsprechend 0,4cem Serum, werden mit Chloroform 
wiederum auf 25ccm aufgefiillt, mit 8ccm Essigsiureanhydrid versetzt 
und 2cem Essigséureanhydrid-Schwefelséiuregemisch zugegeben. Nach 
dem Durchschiitteln stellt man in ein GefiB mit Wasser von 37°C und 
JaBt 15 Minuten im Dunkeln stehen. Die Testlésung wird hergestellt durch 
Auflésen von 100 mg Cholesterin in 250 cem Chloroform. Zum Vergleich 
werden 5cem auf 25cem verdiinnt und wie oben behandelt. Das vor- 
erwahnte Essigsiureanhydrid-Schwefelséuregemisch stellt man sich her 
durch tropfenweises Eintragen von | cem reiner konz. Schwefelsdéure in 
9cem mit Eis gekthltes Essigsiureanhydrid. Das Gemisch stellt man sich 
vor dem Bedarf frisch her. 

Die Ruheniichternwerte des Gesamtcholesterins im menschlichen Blut- 
serum unter verschiedenen Bedingungen wurden bereits in der Tabelle 1. 
aufgefiihrt. 








Lecithinbestimmung. 


Wie oben erwahnt, wird der Phosphatidgehalt als Lecithin berechnet. 
und zwar aus dem Lipoidphosphor, der die Differenz zwischen Gesamt- 
phosphor und anorganischem Phosphor darstellt. Der anorganische (sdure- 
lésliche) Phosphor wurde nach der Methode von Bell Doisy Brigqs® kolori- 
metrisch in | eem Serum bestimmt. Uber Mengenverhaltnisse und physiolo 
gische Schwankungen siehe in der Tabelle IT. 

Zur Bestimmung des Gesamtphosphors wurde die gravimetrische Methode 
von Embden, d. h. die Fallung mit Strychnin und Molybdansaure in salpeter- 
saurer Lésung*? mit folgenden Abanderungen eingeschlagen: Entgegen 
den Angaben in den Handbiichern lést man molybdénsaures Ammon nicht 
in heiBem, sondern in fein pulverisiertem Zustande in kaltem Wasser, weil 
es in der Warme in unlésliche Molybdanséure und NH, dissoziiert. Die 
Veraschung geschah nach Jost mit Perhydrol anstatt nach Newmann mit 
Salpeterséure in schwefelsaurer Lésung. 2 ccm Serum werden mit 1 cem 
reiner konz. Schwefelsiure '/, Stunde bei niedriger Temperatur erhitzt. 
dann auf Handwirme abgekiihlt und 20 bis 30 Tropfen 30°,ig. Perhydrol 
langsam zugegeben. Dann wird !/, Stunde erhitzt, um das H,O, zu verjagen, 
Wird dabei die Schwefelsiure wiederum gelb, so mu8 wieder gekiihlt und 
wiederum Perhydrol zugegeben und erwarmt werden. Dieser ProzeB wird 
wiederholt, bis eine in der Hitze helle, klare Schwefelséiurelésung erhalten ist. 


1 Pincussen, Mikromethodik, 5. Aufl., 1930, S. 153. 

2 J. of biol. Chem. 58, 1922. 

’ Embden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 113, 138, 1921; Hoppe-Seyler- 
Thierfelders Handb., 9. Aufl., S. 835. 
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Die Bestimmung des Gesamtphosphors hat an sich keine besondere 
Bedeutung, weil er sich aus dem P-Gehalt der Phosphatide, des anorganischen 
Phosphors, Proteinphosphors und dem der Hexosephosphorsaéure zusammen- 
setzt und die einzelnen Bestandteile je nach den Versuchsbedingungen 
variabel sind. Im vorliegenden Falle hatte die Bestimmung den Zweck. 
den Phosphatidgehalt nach Abzug des anorganischen P zu ermitteln, wobei 
die geringen Mengen von P, welche der Hexosephosphorsiure und dem 
Proteinphosphor angehéren, unberiicksichtigt blieben. 

Folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die diesbeziiglichen Ver- 
haltnisse im Blutserum bei Mensch und Kaninchen: 


Tabelle II. 





Gesamt- Anorganischer Lipoid- Stearyloley!- 
Versuchsanordnung phosphor Phosphor phosphor lecithin 
mg-°/9 mg-?/» mg-° 9 mg-°/» 


Normale Ruheniichternwerte 
beim Menschen . 


11,4—12,1 3,2—3,7 8,2—8,6  213—224 


Fettreiche Nahrung... . 14,1 3,2 10,9 283 
Muskelarbeit am Ergostaten 13,7 44 9,3 242 
Schwangerschaft i (SS 16,0 3,7 12,3 319 
Ruheniichternwerte beim 

Fae Se 7,9 4,4 3,5 91 
Hungerkaninchen nach 4- bis 

5tagigem Hungern .. . 12,9 4.6 8,3 216 


Triglyceride (Neutralfett) berechnen sich als Dioleylstearylglycerid aus 
der Differenz der Gesamtfettséuren minus den an Cholesterin und Lecithin 
gebundenen Fettsaéuren (siehe das Berechnungsbeispiel). 

Berechnungsbeispiel. Im Serum eines Hypertonikers wurden gefunden: 

650 mg-%, Petrolatherextrakt, 
190g, Gesamtcholesterin (kolorimetrisch ), 
460 mg-°%, Gesamtfettsiiuren einschlieBlich Steroide. 


Cholesterinester und freies Cholesterin. In diesen 190 mg-°, Gesamt- 
cholesterin sind 64 mg-°, freies und 126 mg-°,, Estercholesterin enthalten. 
Das Molekulargewicht (MG.) des Cholesterins C,;H,;O0H 386,37. Das 
Molekulargewicht (MG.) der Olséure C,,H 3,0, = 282,26. 386,37 Cholesterin 
verbinden sich mit 282,26 Olséure zu 668,63 — 18,01 (H,O) 650,62 
Ester, folglich 100 Cholesterin mit 73 Olséure zu 168,3 Cholesterinester oder 
126 mg-°,, mit 92 Olséure zu 212 mg-% Cholesterinélsaureester. 


© . 350,62 ” ; 
1 Olsaure liefert = = 2,305 Cholesterinester. 
282,26 


Lecithin. Stearyloleyllecithin C4,H,,0,NP MG. = 805,71. Olsaure 
+ Stearinséure MG. 282,26 + 284,27 = 566,53. Es erfordern 805,71 Lecithin 
566,53 Fettséuren, folglich 100, Lecithin 70,2 Fettséuren. 

Ferner sind in 805,71 Lecithin 31,02 P, und in 25,97 (26) Lecithin sind 
1 P. Um die Menge des vorhandenen Lecithins zu berechnen, muB also der 
gefundene Lipoidphosphor mit der Zahl 26 (25,97) multipliziert werden. 

Im vorliegenden Falle wurden gefunden 14,10 mg-°, Gesamtphosphor, 
davon gehen ab 2,94mg-°%, anorganischer Phosphor, entsprechend 
11,16 mg-°, Lipoidphosphor oder 11,16. 26 = 290,16 mg-°, Lecithin. 
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Diesen 290,16 mg-°., Lecithin entsprechen 290,16 . 70,2 = 203,69 mg-°, 
Fettsaure. Nach Abzug des Gesamtcholesterins vom Petrolitherextrakt 
verblieben 460 mg-°., Fettséure, davon gingen ab zur Bildung von 212 mg 
Cholesterinester 92 mg Fettséiure. Es bleiben somit 368 mg iibrig. In 
290 mg Lecithin sind enthalten 203 mg Fettséure, so daB noch 368—203 

165 mg Fettsiéiure iibrigbleiben, die an Glycerin gebunden als Neutral 
fett (gemischt mit etwas Steroid) vorhanden sind. 

Das Neutralfett wird als Dioleylstearylglycerid C;-H 9.0, MG. 886,83 
berechnet. Das MG. von 2 Molekiilen Olséure + 1 Molekiil Stearinsaéure 
betragt 848,79, diesen entsprechen 886,83 Triglycerid. Es entsprechen also 
100 Fettséuren 104,5 Triglycerid bzw. 165mg Fettsaéuren 165. 1,045 

172,45 mg-°,, Neutralfett. 

Der Lipoidkomplex im Serum des Hypertonikers besa8 also folgende 

Zusammensetzung : 


freies Cholesterin 64mg-°, . 2... .... Pb et hi 8.6%, 
Cholesterinester 212 mg-°,, entsprechend 126 mg Cholesterin 

Se oe er ee Bt ee eS te ws es ee BRT 
Lecithin 290 mg-°,, entsprechend 203 mg Fettséure . . . . 39,3% 
Neutralfett 172 mg-°,, entsprechend 165 mg Fettséure. . . 23,3 °, 


Gewicht des Lipoidgefiiges 738 mg-°,, entsprechend 190 mg-°,, Chole- 
sterin und 460 mg-°,, Fettsaure 99,9°., oder 190 + 460 = 650 mg-°, 
Petrolatherextrakt. 

Um aus dem Petrolatherextrakt das Gewicht des Lipoidgefiiges zu 


738 
berechnen, mu man den ersteren mit 650 ° 1,13 multiplizieren. 
do 


In analoger Weise wurde die Zusammensetzung des Lipoidkomplexes 
im Serum von 19 Gesunden und Rekonvaleszenten, von 4 schwangeren 
Frauen, von 7 jungen Mannern nach ermiidender Ergostatenarbeit, bei 
4 Personen 4'/, Stunden nach Aufnahme einer fettreichen Mahlzeit und 
bei 14 Hypertonikern, sowie bei normalen und hungernden Kaninchen 
ermittelt, wie vorstehende Ubersicht (Tabelle ITI) zeigt. 






















Uber die postmortale Ammoniakbildung im Muskel. 


Von 
J. K. Parnas. 


(Eingegangen am 14. Dezember 1931.) 


Ich habe, in friiheren Publikationen aus diesem Laboratorium, 
tiber Versuche berichtet, in welchen die Ammoniakbildung im isolierten 
Froschmuskel in ihrer Abhangigkeit von der Arbeit bestimmt 
wurde (1) (2) (4) (5) (6) (7). In diesen Versuchen werden Praparate 
von Gastrocnemien und Nervi ischiatici, in welchen der Muskel meist 
in sauerstoffversorgte Ringersche oder Barkansche Fliissigkeit tauchte, 
durch Einzelreize gereizt, die Zuckungen wurden registriert. In den 
Muskeln konnte der Ammoniakgehalt bestimmt werden, unter Mit- 
bestimmung des Ammoniaks, das in das fliissige Medium tibergetreten 
ist; in ahnlich angesetzten Versuchen konnten auch die Purinbasen 
in ihrer Verteilung auf Nucleotide und Nichtnucleotidform bestimmt 
werden. Ammoniakbildung und Umwandlung der Purinbasen wurde 
aus dem Vergleich mit symmetrischen Kontrollmuskeln erschlossen. 

Eines der Ergebnisse dieser Untersuchungen war die Feststellung, 
daB die Ammoniakbildung in anoxybiotisch ermiideten Muskeln der 
Desaminierung der darin enthaltenen Adenosinphosphorsaure entspricht, 
ebenso, wie das bei der mechanischen Zerstérung des Muskels momentan 
entstehende Ammoniak. 

Wenn man dagegen die Muskeln bei guter Sauerstoffversorgung 
in gréBeren Zeitabstanden reizte, so blieb der Umsatz von Adenin 
zu Oxypurinen hinter der Ammoniakbildung zuriick, und es konnte 
sogar unter diesen Umstainden hohe Ammoniakbildung ohne Des- 
aminierung des gebundenen Adenins beobachtet werden. Lie man 
bei Muskeln, die unter solchen Bedingungen gearbeitet haben, die 
traumatische Ammoniakbildung durch Zerreibung der Muskeln folgen, 
so erfolgte diese in gleichem Umfang wie bei frischen Muskeln, wahrend 
bei anaerob ermiideten Muskeln die Summe des Ermiidungsammoniaks 
und des traumatisch gebildeten nur Werte von der GréBe der traumati- 
schen Ammoniakbildung des frischen Muskels ergab (7). 

Ich habe aus diesen Versuchen den SchluB gezogen, daB die 
Adenosinphosphorsaure die unmittelbare Muttersubstanz des im Muskel 


{Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lw6w (Lemberg). ] 
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entstehenden Ammoniaks ist, und daB die daraus entstandene Inosin- 
saure wahrend der Erholung auf Kosten einer anderen Substanz wieder 
in die Aminoverbindung umgewandelt wird. 

Gegen diese Versuche wird von G. Embden und M. Lehnhartz (8) 
der Einwand erhoben, daB — nach ihren Bestimmungen — eine sehr 
bedeutende Ammoniakbildung in Muskeln, die langere Zeit (5 bis 
26 Stunden) in Barkanlésung aufbewahrt werden, nicht von der 
geleisteten Arbeit und von oxydativen Vorgaingen abhangt, sondern 
lediglich der Ausdruck von autolytischen Vorgangen ist, in welchen 
Ammoniak aus anderen Ammoniakquellen als die Adenosinphosphor- 
sdure abgespalten wird. Sie fiihren Versuche an, in welchen symmetrische 
Froschmuskeln, die in Barkanlésung aufbewahrt sind, unabhangig 
davon, ob sie in Sauerstoff oder Stickstoff, mit oder ohne Kohlensaure’, 
gereizt oder ungereizt sind, ohne jede RegelmaBigkeit sehr hohe Am- 
moniakwerte zeigen; in einer anderen Serie von Versuchen werden die 
Anfangsversuche mitbestimmt, und es zeigt sich in ihnen eine Am- 
moniakbildung, die nach 14 Stunden nicht weniger als (Versuch 19, 20) 
14,5 mg-°,, Ammoniak betragen kann. Die Autoren meinen, daB wir 
diese gewaltigen Ammoniakbildungen, die unabhangig von Arbeits- 
leistung und Oxybiose auftreten, nicht bemerkt hatten, und schlieBen, 
daB dadurch jede Beweiskraft unserer Versuche fiir unsere Thesen 
verloren ginge. 

Die Erscheinung der postmortalen Ammoniakbildung in isolierten 
Muskeln ist uns sehr wohl bekannt: ist sie doch in allen Arbeiten be- 
schrieben worden, die sich vor Embdens und unseren Untersuchungen (2) 
mit dem Muskelammoniak beschaftigt haben [Lee und Tashiro; Warburg, 
Negelein und Posener; Meyerhof, Lohmann und Meier; Gad- Andersen; 
Hoagland, Mc Bride und Powick (3)]. Sie ist von uns in der gemeinsam 
mit Mozolowski im Jahre 1927 publizierten ersten ausfiihrlichen Arbeit 
iiber Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung (9) an Muskeln ver- 
schiedener Tierarten, besonders aber des Frosches, sorgfaltig studiert 
worden und ist uns durchaus gelaufig?. Sie ist auch in spiteren Versuchen 
unseres Laboratoriums oft bestimmt worden, und es ist ihr stets Rech- 
nung getragen worden. Sie betrdgt etwa 10°, derjenigen Werte, welche 
von Embden und Lehnhartz gefunden werden, sofern die Temperatur, 
wie in unseren Versuchen, bei 11 bis 14° gehalten wird®. 

Da wir indessen nicht iiber geniigend zahlreiche Werte fir die 
postmortale Ammoniakbildung in derjenigen Jahreszeit verfigten, 
in welcher ein Teil der Bestimmungen von Embden und Lehnhartz 


' Wobei die Barkanlésung alkalisch wird! 

2 Literaturangabe bei Parnas u. Mozotowski, diese Zeitschr. 184, 
400 — 401. 

8’ Embden u. Lehnhartz geben die Temperatur ihrer Versuche nicht an. 
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ausgefiihrt worden sind, und die Frage wichtig genug erschien, um die 
Grundlagen unserer Versuche nochmals zu priifen, habe ich mit Herrn 
P. Ostern im November 1931 noch eine Versuchsreihe ausgefiihrt, die 
hier wiedergegeben ist, und die das gleiche Resultat ergeben hat wie alle 
unsere friiheren Versuche, in schdrfstem Gegensatz zu den von Embden 
und Lehnhartz mitgeteilten Werten. 

Die Nervmuskelpriparate werden so angefertigt, da®8 der Gastro- 
cnemius an einem kleinen, von Gewebsfetzen sorgfaltigst gereinigten Gelenk- 
stiickchen hangt, das sich gerade iiber dem Fliissigkeitsspiegel befindet ; 
der Nerv und das Stiickchen Wirbelséule befinden sich iiber der F liissigkeit, 
das Ganze hangt in doppelwandigen, mit Leitungswasser gekiihlten Réhrchen, 
die 10 bis 15cem Fliissigkeit enthalten. Als Fliissigkeit diente entweder 
Barkansche Lésung oder Ringerlésung, erstere mit Sauerstoff-Kohlen- 
dioxyd, die zweite mit Sauerstoff durchliiftet. Es sei hier bemerkt, da®8 


ich in unseren friiheren Versuchen bis Sommer 1928 in Barkanlosung, 
spaiter aber ausschlieBlich in Ringerlésung gearbeitet habe. Fir die 
Ammoniakbestimmungen wird der Muskel und die Lésung zusammen 
verwendet. Die Kontrollbestimmungen werden an den symmetrischen 


Muskeln mit Zusatz der gleichen Menge physiologischer Lésungen gleicher 
Art wie im Versuch ausgefiihrt. Die Versuchstemperatur betrug 11 bis 12°. 
Als Versuchsmaterial dienten Eskulenten teils hiesiger Provenienz, teils 
aus Debrecsen (Ungarn) bezogene; tiber Aufbewahrung und Behandlung 
vgl. eine friihere Darstellung (10). Es ist aus der Tabelle zu ersehen, daB 
die Ruhewerte genau den friiher veréffentlichten Werten aus unserem 
Laboratorium entsprechen, und da8 der Ammoniakgehalt im November 
bei Eskulenten ebenso anwichst, wie dies bei Temporarien im Jahre 1927 
im Marz bei der gleichen Temperatur der Fall war [Parnas und 
Mozotowski (9), Versuch 47a, 8. 427]. 


Tabelle I. 








Muskel- Versuchs- NH,-Gehalt NH -Gehalt 
Nr. Datum gewicht dauer in mg-°/o in mg-"'o Bemerkungen 
mg Std. am Anfang am Ende 
1 26. XI. 1160 7h 30' 0,91 1,27 Barkan 12,5 
2 26. XI. 980 7 8 0,95 2.03 Barkan 12,5° 
3 26. XI. 806 5 30 0,90 1,32 Ringer 12,5° 
4 26. XI. 880 5 15 0,87 1 iT Ringer 12,5' 
5 27. XI. 1200 6 15 0,58 0,76 Barkan 11° 
6 27. XL. 680 22 0,86 2,30 Barkan 11° 
7 27. XI. 820 16 0,72 1,1 Ringer 11 
8 27. XI. 1200 16 0,58 1,07 Ringer 11° 
9 27. XI. 1000 16 0,68 1,92 Barkan 11° 
10 80. XI. |- 810 17 0.71 1,85 Barkan 11,5° 
11 30. XI. 890 17 0,93 2,20 Barkan 11,5 
12 30. XI. 1050 16 30 0,53 1,40 Ringer 11,5° 
13 30. XI. 480 16 20 O81 2.26 Ringer 11,5° 


Es sei hier bemerkt, daB die Ammoniakwerte, zum leichteren Vergleich 
mit den von Embden und Lehnhartz, nicht als Stickstoff, sondern als 
Ammoniak angegeben sind. 

In den Versuchen 1 und 13 sind einzelne Spontanzuckungen beob- 
achtet worden. 
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Wenn wir die Werte der Tabelle auf Milligrammprozente Am- 
moniakstickstoff berechnen, wie in allen unseren friiheren Arbeiten, 
so ergibt sich fiir die Ruhewerte (Anfangswerte) ein Mittelwert 
0,63 + 0,12 mg-°%, die Streuung des Mittelwertes zu +- 0,033 mg-%. 
Der Wert entspricht durchaus den niedrigeren Werten dieses Labora- 
toriums (10). Es ist zu bemerken, daB diese Ruhewerte an Muskeln 
gewonnen sind, die sofort nach Tétung des Tieres abgelést und ver- 
arbeitet worden sind. Die Ammoniakwerte nach langerem Aufenthalt 
sind mit Fehlerquellen behaftet, die stets den Ammoniakgehalt ver- 
mehren: Vorhandensein von Spuren angeschnittener Gewebe, un- 
kontrollierte Zuckungen, mit der Anfertigung des Praparats verbundene 
Schadigungen. Sie haben auch eine gréBere Streuung. Wenn wir die 
langerdauernden Versuche (16 bis 17 Stunden) zu einer Gruppe zu- 
sammenfassen, so ergibt sich als Mittelwert der Ammoniakgehalt von 
1,38 + 0,42 mg-%, mit Streuung des Mittelwertes von —- 0,17 mg-%. 
Die Differenz der Mittelwerte des Muskels nach 16 bis 17 Stunden 
und sofort nach der Tétung ergibt sich zu 0,75 + 0,18 mg-%, und ist 
sicher reel]. Fiir den Ammoniakzuwachs in einer Stunde bei 11 bis 
12!/, Grad ergibt sich dann der Wert von 0,03 bis 0,06 mg-°;, NH,-N. 


Dieser Wert ist eher zu groB als zu klein. 


Versuchen wir in ahnlicher Weise die Zahlen von Embden zu be- 
rechnen?, so ergibt sich aus der Tabelle II] fiir den Anfangszustand 
der Mittelwert von 1,07 mg-®°,, Ammoniak-N. Wenn wir diesen Wert 
mit den in Tabelle I, IJ und II] mitgeteilten Werten fiir den Ammoniak- 
gehalt nach 12 bis 14 Stunden Ruhe vergleichen, der im Mittel aus vier 
Zahlen 11 mg-% Ammoniak-N betragt, und dem Wert fiir 20 bis 
24 Stunden, der im Mitte] aus sieben Versuchen 7,75 mg-°,, N betragt, 
so ergibt sich aus den ersteren ein Zuwachs von 0,78 bis 0,9 mg-%, aus 
den letzteren 0,32 bis 0,39 mg-°,, Ammoniak-N in der Stunde (wobei 
jedoch die Temperatur nicht bekannt ist). 

Es stehen also unseren Werten die von Embden und Lehnhartz 
gegeniiber, in welehen der Ammoniakzuwachs fiir die gleiche Zeit 
etwa 10 bis 15mal gréBer ist als in unseren Versuchen. Es ist sehr schwer 
zu erkennen, woran diese hohen Werte liegen, und ich vermag tiberhaupt 
kein Zusammenspiel von (die Ammoniakbildung im Muskel beein- 
flussenden) Faktoren nennen — aufer Fdulnis und Einschleppung des 
Ammoniaks von aufen --, welche eine scheinbare Ammoniakbildung 
von 0,3 bis 1,0 mg-°,, Ammoniak pro Stunde in Ruhemuskeln (vgl. Ver- 
such 19 und 20) erklaren kénnte. Wir sind freilich tiber die Bedingungen 
der Versuche von Embden und Lehnhartz ungenau informiert: wir er- 


1 Ohne ihre Streuung zu beriicksichtigen. 
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fahren zwar Einzelheiten iiber die Reizungsform und Belastung der 
Muskeln, dagegen fehlen Angaben tiber die Temperatur vollstandig. 
Auch die Art der Muskeln ist nicht angegeben, ebensowenig ihre Massen. 
Wenn wir annehmen, daB Embden und Lehnhartz, wie sie sagen, sich 
an meine Angaben (6) gehalten haben, so waren die Versuche an 
Gastrocnemien und bei 12° gemacht. Was die Bestimmungen des 
Ammoniaks betrifft, so ware in den Versuchen mit einzelnen Muskeln 
(Tabelle I und II) bei Gewichten der Muskeln zwischen 0.5 und 1,0 g 
lecm der Titrierfliissigkeit '/35, dem Gehalt von 4,7 bzw. 9,4 mg-°, 
Ammoniak aquivalent. Dabei bemerken die Autoren, daB der Am- 
moniakgehalt in den Muskeln und dem fliissigen Medium gesondert, 
und zwar in einem aliquoten Teil der mit 1°, Salzséiure aufgefiillten 
Barkanlésung vorgenommen wurde. Ich méchte es dem mit der 
Bestimmung kleiner Ammoniakmengen vertrauten Leser tiberlassen, 
sich tiber dieses Verfahren ein Urteil zu bilden?. 

Aber auch wenn man annimmt, daB Embden und Lehnhartz die 
Temperatur ihrer Versuche nicht kontrolliert haben, und daB diese 
hoch, aber immer noch Zimmertemperatur gewesen ist, so sind ihre 
Resultate dennoch unverstandlich. In den Versuchen von Parnas 
und Mozolowski (9) (8.427 bis 430, Versuche iiber die postmortale 
Ammoniakbildung) sind Versuche bei 22 und 23° beschrieben: bei dieser 
Temperatur reichen die Werte nach 40 Stunden gerade in dasjenige 
Gebiet hinein, welches der Ammoniakgehalt bei Embden und Lehnhartz 
nach 5 bis 14 Stunden erreicht, wie wir woh] annehmen miissen, bei 
einer solchen Versuchen angemesseneren, niedrigeren Temperatur. Faulnis 
griff in unseren Versuchen [Parnas und Mozolowski (9) , 8.428, 429] 
erst nach 40 Stunden bei 23° ein und brachte den Ammoniakgehalt 
auf diejenigen Héhen, welche in den Versuchen von Embden und Lehn- 
hartz (Versuch 1 bis 10, 12, 14, 16, 19, 20) verzeichnet sind. 

Es erscheint uns aussichtslos, iiber die Quelle des in den Versuchen 
von Embden und Lehnhartz erscheinenden Ammoniaks ins Klare zu 
kommen: ich muB die Uberzeugung aussprechen, daB es nicht aus dem 
Muskelyewebe stammt. 

Fir diejenigen Forscher, welche sich die Miihe geben wollten, diese 
Versuche zu wiederholen, méchte ich folgende Hinweise hinzufiigen, durch 
welche ich friihere erganze (9) (10). 1. Es ist bedenklich, in Ruheversuchen 
Gastrocnemien mit zwischen Gewebsfetzen am Knie abgeschnittenen 
Nerven in gasdurchperlten physiologischen Salzlésungen zu halten; es 
erfolgen dann oft unkontrollierbare Spontanzuckungen, welche die Werte 
fiir die Ammoniakbildung in Ruhemuskeln fialschen, ohne sie indessen 
auch nur entfernt auf die Héhe der von Embden und Lehnhartz beschriebenen 
Werte bringen zu kénnen. 2. DaB an den Gelenken keinerlei kleine Muskel- 


1 Vgl. Embden, J. of biol. Chem. 84, 315, 1931. 
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fetzen bleiben diirfen, denn in angeschnittenen Muskeln  erfolgt die 
Ammoniakbildung mit viel gréBerer Geschwindigkeit als wie in intakten. 

Was nun den Gegenstand selber der von Embden und Lehnhartz 
erhobenen Einwande betrifft, so ist aus unseren Publikationen, z. B. (1), 
klar zu ersehen, in welcher Weise wir in Versuchen, in welchen wir die 
Abhangigkeit der Ammoniakbildung von der Arbeit in langerdauernden 
Versuchen bestimmt haben, die Kontrolle in Rechnung gestellt wird. 
Was andere Versuche betrifft, so richtet es sich nach ihrer Art und 
ihrem Zweck, ob der symmetrische Muskel im Anfangszustand (sofort 
nach Tétung des Tieres) oder als Ruhemuskel verarbeitet wird. Trotz 
der vollstandigen Homogenitaét der in diesem Laboratorium von zahl- 
reichen Mitarbeitern im Verlauf von 4 Jahren an verschiedenen Fréschen 
(einheimische und ungarische, Eskulenten und Temporarien) in ver- 
schiedenen Jahreszeiten gefundenen Ruhewerte wird von dem Prinzip 
nicht abgewichen, daB der Anfangszustand immer bestimmt werden 
mu, wenn anders nicht méglich, dann an einem Oberschenkelmuskel. 
Versuche an symmetrischen Muskeln mit unbekanntem Anfangszustand 
und alleiniger Vergleichung der Endzustande lehnen wir ab [vgl. (10)]. 

Ich muB noch auf einen Widerspruch aufmerksam machen, der an- 
scheinend Embden und Lehnhartz entgangen ist. Nach den Angaben 
dieser Autoren entsteht das Ammoniak in den von ihnen beschriebenen 
Versuchen zum gréBten Teil aus einer anderen Quelle als Adenosinphosphor- 
sdure, und in einzelnen der Versuche ergibt sich ihnen, in 12 bis 14 Stunden, 
und Ammoniakbildung von 6,5 bis 14 mg-%, die Desaminierung der 
Adeninverbindung gleich Null oder nahezu Null. Ich bin mit Embden 
und Lehnhartz vollkommen iiberzeugt, daB in diesen Versuchen das 
Ammoniak aus einer anderen Quelle stammt als aus der Adenin- 
verbindung; jedoch auch nicht aus autolyseartigen Prozessen, die die 
Autoren, unter diesen Bedingungen als unvermeidlich betrachten und 
zur Erklarung ihrer Befunde annehmen. Es ergibt sich hier namlich 
ein sonderbarer Widerspruch: In friiheren Arbeiten von Embden sowie 
von Embden und Wassermeyer (11) (die ich nur deshalb wieder anfiihre, 
weil sie von Embden und Lehnhartz in ihrer neuen Arbeit wieder 
zitiert und ihre Methoden und Resultate offenbar aufrechterhalten 
werden) wird dargetan, daB nach einer vierstiindigen Inkubation von 
Muskelbrei mit 2°iger Bicarbonatlésung bei 40° das abgespaltene Am- 
moniak ausschlieBlich auf die Spaltung von Adenylsdure zu beziehen ist; 
der durch 5 multiplizierte ,,B-Wert‘! fiir den Ammoniak-N wird 
dann dem Gehalt. an Adenylsiure-N gleichgesetzt. Meinen Embden 
und Lehnhartz also, daB in einem in Barkanlésung bei Zimmertem- 
peratur (oder bei 12°) aufgehaingten intakten Muskel ,,autolyseartige 


1 Inkubationswert mit Bicarbonat bei 40° und 4 Stunden. 
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Prozesse*’ unter Schonung der Adenosinphosphorsdure vor sich gehen, 
die im Muskelbrei in Bicarbonat! bei 40° innerhalb von 4 Stunden 
ausbleiben ? 

Zusammenfassung. 

1. Die postmortale Ammoniakbildung in Froschmuskeln, die in 
physiologischen Fliissigkeiten bei 11 bis 13° aufbewahrt werden, betragt, 
in Ubereinstimmung mit unseren friiheren Versuchen, nur etwa '/;, 
bis 1/,, derjenigen Werte, die G. Embden und M. Lehnhartz vor kurzem 
mitgeteilt haben. 

2. Kein Zusammenwirken der uns bekannten Faktoren, welche die 
Ammoniakbildung im Muskel selber beeinflussen, vermag eine Am- 
moniakanhaufung von der GréBe, wie sie in den Versuchen von Embden 
und Lehnhartz angegeben wird, zu erklaren. 

3. Mit der Ablehnung der von Embden und Lehnhartz mitgeteilten 
Zahlen muB ich auch die darauf gegriindeten Einwande gegen unsere 
Versuche und Schliisse ablelinen. 


Herrn Dr. Paul Ostern danke ich fiir seine Hilfe bei dieser Arbeit. 
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' Was auf ungefaihr dasselbe hinauskommt, wie die Barkanlésung, 
wenn sie, wie in manchen Versuchen von Embden und Lehnhartz, ohne 
CO, durchliiftet wird. 
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(Eingegangen am 14. Dezember 1931.) 


Dhéré (1) hatte im Jahre 1909 mit Hilfe der spektrographischen 
Methode die selektive Absorption des ultravioletten Spektrums durch 
Aminosauren, Albumine und Proteine festgestellt und den prinzipiell 
wichtigen Nachweis erbracht, daB die selektive Absorption der Proteine 
in erster Linie durch die Tyrosin- und Tryptophankomponente des 
EiweiBes bedingt ist. 

Abderhalden und Haas (2), Marchlewski und Wierzuchowska (3), Sten- 
strém und Reinhardt (4), F.C. Smith (5), Judd Lewis (6), Abderhalden und 
Rosner (7), Suhrmann und Kollath (8), M.Spiegel-Adolf (9), Groh und 
Faltin (10), Groh und Hanik (11) hatten sodann mit Hilfe der spektro- 
graphischen Methode wichtige Studien iiber die Natur der Eiwei8kérper 
und ihrer Bausteine ausgefiihrt. Judd Lewis (1917 bis 1922) hatte als erster 


die Methode zum Studium pathologischer Fragestellungen angewandt, 
welche sodann durch F.C. Smith, Suhrmann und Kollath ebenfalls eine 


Bearbeitung fanden. 

Wir hatten uns zum Ziel gesetzt, mit Hilfe des Hilgerschen Quarz- 
spektrographen das Blutserum, sowie andere menschlichen Koérper- 
fliissigkeiten einer systematischen Untersuchung zu unterwerfen und 
die Frage ihrer selektiven Absorption im Ultraviolett einer Revision 
zu unterziehen. Beziiglich Konstruktion und Handhabung des Apparats 
méchten wir auf die Fachliteratur hinweisen (18) (19). 


' Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der ,,Széchényi-Gesellschajft* 
zur Foérderung der Naturwissenschaften ausgefiihrt. Prof. Dr. J. Groh, 
Direktor des Chemischen Instituts der kgl. ung. tierarztlichen Hochschule 
in Budapest, hatte die Giite, uns den Spektrographen zur Verfiigung zu 
stellen, wofiir wir an dieser Stelle unseren besten Dank aussprechen. 
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I. Untersuchungen des Blutserums. 


Die selektive Absorptionskurve des normalen Blutserums, welche 
mit dem Hilgerschen Apparat gewonnen wird, zeigt das Maximum 
bei 280,0 uj Wellenlange, das Minimum bei 253,0 uu. Der Extink- 
tionskoeffizient des Maximums liegt durchschnittlich bei 11,5, des 
Minimums durchschnittlich bei 5,2. 

Im allgemeinen wird bei der Berechnung der Extinktionkoeffi- 
zienten (c) auf die molare Konzentration der Fliissigkeit berechnet. 
Die Absorptionskurve des Blutserums hatten wir in der Weise bestimmt, 
daB wir das GesamteiweiB nach Kjeldahl bestimmten und die Extink- 
tionen auf 1°%ige Serum-EiweiBlésungen bezogen. Demgegeniiber 
hatten wir die Konzentration des Serumultrafiltrats auf Grammprozent 
Stickstoff bezogen. 

Uber die Natur normaler Blutsera geben uns die grundlegenden 
Untersuchungen von Gréh und Faltin wichtige Aufschliisse. Diese 
Untersuchungen wurden an Seren tierischer Herkunft ausgefiihrt. 
Die Resultate besitzen aber, wie unsere Aufnahmen zeigten, auch 
fiir das Blutserum des Menschen volle Giiltigkeit, dafs sich namlich 
die selektive Absorptionskurve des Blutserums additiv aus den Einzel- 
kurven des Albumins und Globulins zusammensetzt. 

Wir hatten uns im folgenden die Frage vorgelegt, inwiefern 
die Verschiebung der einzelnen EiweiBfraktionen und insbesondere 
des Albumins und Globulins die selektive Absorption des Blutserums 
beeinfluBt. Um dies festzustellen, hatten wir in zehn Fallen die Frak- 
tionen des BluteiweiBes bzw. den relativen Gehalt des Albumins, 
Globulins und Fibrinogens nephelometrisch, nach der Methode von 
Rusznydk festgestellt. Um die Absorptionskurve des Blutserums zu 
bestimmen, hatten wir, wie erwahnt, das GesamteiweiB des Blutserums 
durch Mikro-Kjeldahi bestimmt und bezogen die Extinktionen auf 
1% ige SerumeiweiBlésungen. Diese Untersuchungen ergaben (siehe 


Tabelle J. 








Bluteiweibbildung Maximum Minimum 
Fall Name Diagnose Albu- Glo- Fibri- 

| min bulin nogen E. ri E. i 
Nr. { 0 0 0 0 5 
1 Ji Sasiae - Sine morbo — 71,50 25,54 3,96 11,64/280,0 5,10 253,0 
2 J. Demidor Sine morbo 71,75 25,64 2,61 11, 26, 280,0 5,12 253,0 
3 St. Szita Influenza acuta 63,25 31,14. 5,61 11, 05 980.0 5,20 253.0 
4. Frau J. Szafko Ce. uteri 54,00 36,00 10,00 11,64 280,0 5,10 253,0 
5 J. Spisak Ce. uteri 64,25 27,95, 7,80 11,20 280,0 5,15 253,0 
6 A. Luncez Dysenteria chr. , 70,50 17,50, 12) 50 11,50 280,0 5,10 253,0 
7 B. Maté Uraemie 64,25 31,27' 4.48 11,46 280,0 5,15 253.0 
8 J. Upjhelyi Hypertonie 70,50/24,95 4,55 11,30 280,0 5,07 253,0 
9 J. Krenyicky | Phtisis florida | 73,75 19,04 721 11,19 280,0 5,01 253,0 
10. L. Freiberger | Influenza acuta | 69,75 26,54 3,71 11,53 280,0 5.10 253,0 
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Tabelle 1), daB die selektive Absorption der Blutsera durch die Verschicbung 
der einzelnen EiweiBfraktionen nur ganz unbedeutend beeinflupt wird und 
dap diese Verdnderungen innerhalb der Versuchsfehler liegen. Das Alter 
der kranken Personen schwankte zwischen 20 und 71 Jahren, und unter 
ihnen war jede Blutgruppe vertreten. 

Auch zeigten uns die gewonnenen Kurven, dab das Alter, die Blut- 
gruppe und die Erkrankung auf die Absorptionskurve des normalen 
Blutserums keinen EinfluB ausiibten. 

Die Konstanz der selektiven Absorptionsfahigkeit des Blutserums, 
welche der Organismus unter jeden Umstanden bewahrt, ist eine auf- 
fallende. Dementsprechend liegt das Maximum des gesunden und 
kranken Blutserums bei 280,0 «jz Wellenlinge und das Minimum bei 
253,0 wu. Der Extinktionskoeffizient des Maximums liegt durch- 
schnittlich bei E. 11.5, das Minimum durchschnittlich bei E. 5,2. 

Der Regulationsmechanismus, welcher die selektive Absorptions- 
fahigkeit im Organismus aufrecht erhalt, ist uns vorlaufig unbekannt. 
Das Wesen dieser Vorgange diirfte in dem konstanten Verhaltnis des 
Tyrosin- und Tryptophangehalts zu suchen sein, welches sich von jeder 
pathologischen Verschiebung der einzelnen EiweiBfraktionen als unab- 
hangig erweist. Das Verhdltnis des Tryptophans und Tyrosins bleibt 
im Blutserum trotz den tiefgreifenden physikalisch-chemischen, kolloid- 
chemischen, immunbiologischen und humoralen Verdnderungen konstant. 

Um zu sehen, ob die kiinstlichen Einjliisse, welche das Blutserum 
verandern, imstande sind, Veranderungen der selektiven Absorption 
im Ultraviolett zu bewirken, hatten wir den EinfluB des Formols sowie 
der Formolnatronlauge nach Groh, ferner den EinfluB der Hitzeinakti- 
vierung des Serums bei 56° und die Wirkung der Réntgenbestrahlung 
auf das Blutserum untersucht. 

Die Formolbehandlung der einzelnen Fraktionen des tierischen 
Blutes sowie der Aminosiuren wurde von Groh und seinen Schiilern 
studiert. Es ergab sich aus den Untersuchungen, daB die selektive 
Absorption des Tyrosins nicht verschoben wird, wogegen die des 
Tryptophans eine bedeutende Verschiebung erleidet. Die Formol- 
behandlung des BluteiweiBes iiberhaupt vermag das Absorptions- 
vermoégen des tierischen Blutserums weder qualitativ noch quantitativ 
zu verandern. Wir untersuchten zuerst den EinfluB des CH,O auf das 
native menschliche Blutserum, indem wir das Serum mit CH,O be- 
handelten, so daB die Fliissigkeit etwa 20°,ig an CH,O war. Das 
CH,O wurde aus Paraformaldehyd durch Destillation bereitet. Die 
Konzentration der Standardlésung betrug 38,50°%,. Die Unter- 
suchungen ergaben, daB die Absorptionskurve des Serums unverdndert 
war, und dies entsprach somit dem Verhalten der isolierten EiweiB- 
fraktionen. 
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Die Behandlung der EiweiBkérper mit CH,O in Gegenwart von 
NaOH wurde in letzter Zeit ebenfalls von Groh und seinen Schiilern 
untersucht. Der eine von uns (Handk) untersuchte den EinfluB dieser 
kombinierten Behandlung auf Casein und Ovalbumin, wobei eine 
Verschiebung des Absorptionsvermégens festgestellt wurde. Die Be- 
handlung der nativen Blutsera mit Formol und Natronlauge wurde 
in der Weise vorgenommen, da dieses an Formol 20°,ig und an 
Natronlauge n/10 war. 

Auch diese Versuche ergaben, daB in den Veranderungen, welche 
im spektrographischen Bilde durch die Formol-Natronlauge- Behandlung 
bewirkt wurden, keine charakteristischen Differenzen vorhanden 
waren. 

Der EinfluB der verschiedenen Strahlenarten auf das Absorptions- 
vermégen des Blutes bzw. des Blutserums im Ultraviolett war 
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Es gebiihrt M. Spiegel-Adolf 
das Verdienst, Untersuchungen auf diesem Gebiet angestellt zu haben. 
Wir hatten unsere Blutsera einige Tage hindurch durch die Freundlich- 
keit des Herrn Privatdozenten Dr. Ratkéczi im Réntgenraum der 
III. Medizinischen Klinik gehalten, wo 5 bis 6 Stunden hindurch 
Réntgentherapie getrieben wurde. Die Proben standen in der Nahe 
des bestrahlten Patienten und erhielten somit deletare Réntgendosen. 
Die Form und der Verlauf der gewonnenen Kurven waren durchaus 
normal, als ein Zeichen dafiir, daB selbst die intensivste Réntgen- 
bestrahlung die normale Absorptionskurve des Blutserums im Ultra- 
violett nicht zu verandern vermochte. 

Der Einflu8 hoher Temperaturen, wie auch der Siedehitze, auf das 
Blutserum, wurde von M. Spiegel-Adolf untersucht. Einstiindiges 
Verweilen des Blutserums bei 56°C bewirkte in unseren Versuchen 
beim Blutserum, welches sowohl immunbiologisch als kolloid-chemisch 
wichtige Veranderungen durchmacht, keine nennenswerte Veranderung 
des normalen Absorptionsvermégens im Ultraviolett. 

Wir gingen sodann zur spektrographischen Untersuchung des 
Serumultrafiltrats iiber; zu diesem Zweck hatten wir vier steril ent- 
nommene Blutsera mit dem T'hissenschen Apparat bei 5 Atm. Druck 
mit der Membran ,,EiweiBdicht* ultrafiltriert. 








Tabelle II. 
Fall wath saiidabiin at? ‘Maximum ‘ _ Minimum — 
Nr. E. i E. i 
1 | J. Steiner Sine morbo —, 39,.2—--:289,0 | 20,0 260,0 
2 Frau J. Baktey Sine morbo 10,8 | 291,0 5,7.  265,0 
3 I. Czvitkovich Tonsillitis 53,86 | 291.0 | 29.5  263,0 
4 A. Simon Tonsillitis 49,87 291,0 | 37,65 255.0 
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Aus den konstruierten Kurven war nur in einem Falle (Nr. 1) 
eine reine Harnsiurekurve zu gewinnen, die Kurven der iibrigen Ultra- 
filtrate zeigten zwar einen ahnlichen Verlauf, jedoch verschiedene 
maximale und minimale Extinktionen. 


II. Untersuchungen am Liquor cerebrospinalis. 


Shinoya (12), Veraguth und Opitz (13), Damjanovich, Williams 
und Pirosky (14), Jacobi (15) hatten bereits den menschlichen Liquor 
cerebrospinalis aus nervenpathologischen Gesichtspunkten spektro- 
graphisch untersucht und gefunden, daB das Spektrogramm im all- 
gemeinen eine groBe Variabilitét der untersuchten Liquorkurven 
aufweist. Wir haben im folgenden ohne Riicksicht auf die Erkrankung 
den Liquor cerebrospinalis des Menschen spektrographisch untersucht, 
um zu entscheiden, ob die Variabilitat der Spektrogramme durch den 
Eiweibgehalt und den Gesamtstickstoff durch einen selektiv ab- 
sorbierenden EiweiBabkémmling oder durch die Nichteiweifstoffe 
des Liquors bedingt ist. Wir benutzten zu diesen Untersuchungen den 
Quarzspektrographen von Hilger. 

Wir haben von 22 verschiedenen Riickenmarksflissigkeiten die 
Absorptionskurven aufgenommen. Die Kurven bezogen sich auf den 
Gesamtstickstoffgehalt des Liquors und auf den prozentischen EiweiB- 
gehalt desselben. Die oft geringen Spuren des EiweiBes, welche im 
Liquor vorhanden sind, reichen nicht aus, um eine selektive Absorption 
im Ultraviolett zu bewirken. Nur der Liquor, welcher mindestens einen 
Gehalt von 0,03°% an Protein enthalt, vermochte ein selektives Ab- 
sorptionsbild zu liefern. Geringere EiweiBmengen als 0,03°, gaben kein 
verwert bares selektives spektrographisches Bild. Aber auch bei héheren 
EiweiBmengen, wie z. B. in einem Falle, bei dem ein EiweiBgehalt 
von 0,15°%, gefunden wurde, ergab die spektrographische Aufnahme 
eine EiweiBkurve, ebenso wie dies in den eiweiBreichen Blutsera zu 
beobachten war. 

Die Extinktionskoeffizienten haben wir auf den Gesamtstickstoff- 
gehalt des Liquors, auf 1 g-% Stickstoff berechnet, bezogen. Die 
Kurven der 22 untersuchten Riickenmarksfliissigkeiten zeigten, daB 
eine Einheitlichkeit des Kurvenverlaufs nicht zu konstatieren ist und 
daB die Maxima und Minima bei jedem Liquor verschieden sind. Es 
gelingt selbst bei den gleichen Krankheitsfallen nicht, einen gleichen 
Verlauf der selektiven Absorptionskurven festzustellen. 


Um die groBe Variabilitat der Liquorkurven zu demonstrieren, 
suchten wir aus den gewonnenen 22 Kurven die Kurve mit der nie- 
drigsten (Fall 4) und mit der héchsten Extinktion (Fall 3), sowie 
drei weitere Kurven (Fall 1, 2 und 5), welche als mittlere Verlaufs- 
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typen zu betrachten sind, wiederzugeben. Die einzelnen Daten 
sind in Tabelle II] zusammengestellt. 


Tabelle I1l. 








Fall Maximum Minimum 
Name Diagnose /<"Gy Gama vee-see % — 
Nr. E. 2 E. A 
1 St. Vig. Influenza 53,7 | 277,7 = 38,4 259,2 
2 M. Zsiday Mening. tbe. 71,0 285.5 55,0 258,2 
3 M. Hosszu . Hepatolienale Erkr. 95,2 2685 604 249.5 
4 S. Szijj Taboparalysis 20,7  276,5 14,7 257.5 
5 Frau F. Szijj Uraemie 38,8 _ 277,7 23,8 | 258.5 


Keine der gewonnenen 22 Kurven zeigte das Bild einer EiweiBkurve. 
Die Maxima und Minima lagen bei ganz anderen Wellenlangen, und die 
Werte der Extinktionskoeffizienten wichen von diesen wesentlich 
ab. Es war jedoch auffallend, daB die weit iiberwiegende Zahl der 
untersuchten Faille unterhalb der Extinktionskoeffizienten E = 40 lag 
und daB die Maxima einen Streuungswert 16 und 96 zeigten. 

Wir fanden auch einige Kurven mit flachem Verlauf, welche keine 
ausgesprochene Maxima und Minima bzw. selektive Absorption zeigten. 

Nur in einem einzigen Falle (Fall 5) erhielten wir eine reine 
Harnsaurekurve. Dieser Fall betrifft eine kranke Frav, die an einer 
Uramie zugrunde ging. Der EiweiBgehalt des Liquors betrug 0,1 °). 
Auch dieser Fall zeigt uns, daB fiir die selektive Absorption des Liquors 
nicht der EiweiBgehalt maBgebend ist und daB dort, wo der EiweiB- 
gehalt nicht einen tiberhohen Wert erreicht, die Absorptionskurve 
anderer Substanzen dominieren kann. 

Abgesehen von diesem einzigen Falle hatten wir in den Kurven 
der untersuchten Cerebrospinalfliissigkeiten nicht die selektive Ab- 
sorptionskurve einer anderen einheitlichen Substanz erkennen kénnen. 
Schon Opitz und Veraguth hatten zum Vergleich der Liquorkurven 
auch Kurven des Cholesterins und Lecithins aufgenommen. Das 
Cholesterin besitzt ein selektives Absorptionsspektrum (Groh). Ebenso 
auch die Harnsaure (F.C. Smith). Harnstoff, Biuret, Milchséure, 
aliphatische Aminosauren liefern kein selektives Absorptionsspektrum 
{Ley (16), Handk (17)]. Inwieweit sie aber den Verlauf der Kurven 
durch ihre Gegenwart indirekt beeinflussen, ist nicht zu entscheiden. 
Das Kreatin lieferte in unseren Versuchen keine, die Deuteroalbumose 
und das Witte-Pepton dagegen eine reine Eiweibkurve. 

Es ist also berechtigt, aus diesen Untersuchungen die Folgerung 
zu ziehen, daB die Absorptionskurve des Liquors als eine Interferenzkurve 
aufzufassen ist, wie dies auch von anderen Autoren angenommen wird, 
bei deren Zustandekommen die einzelnen selektiv absorbierenden 
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Komponenten in erster Linie und additiv beteiligt sind. Der patho- 
logische EiweiBgehalt muB in diesen Fallen tiber 0,05°, und der Gehalt 
an Harnsaure iiber 0,0004 g betragen. Die nicht selektiv absorbierenden 
Bestandteile des Liquors, wie Milchséiure, Harnstoff, die aliphatischen 
Aminosauren, Kreatin, diirften in der Entstehung der Interferenzkurve 
nur eine untergeordnete Rolle spielen. 

In der nachsten Versuchsserie berichten wir tiber die selektiven 
Absorptionskurven der Liquorultrafiltrate. Es war aus den konstruierten 
Kurven zu ersehen, daB diese durchaus nicht den Werten einer Harn- 
sdurekurve entsprechen, welche im Ultrafiltrat des Blutserums das Ab- 
sorptionsbild beherrscht. Auch diese Untersuchungen sprechen dafiir, daB 
beim Zustandekommen der individuellen Liquorkurven in erster Linie 
die Harnsaure und die EiweiBsubstanzen beteiligt sind. Es ist schlieBlich 
als eine interessante Tatsache zu bezeichnen, daB das Liquorultra- 
filtrat und das Blutserumultrafiltrat, wie dies in einer spaiteren Mit- 
teilung noch erértert wird, gemeinsame Harnsaéurekurven zeigen 
kénnen, nie aber das Blutserum. 

Nach diesen Erkenntnissen gingen wir zur Untersuchung der Frage 
iiber, ob sich die selektiven Absorptionsspektra der Cerebrospinalfliissig- 
keiten durch einen chemischen EinfluB in ein einheitliches umwandeln 
lassen? Wir hatten aus diesen Griinden den Liquor, ebenso wie unsere 
Blutsera, mit 38,5°,igem frisch hergestellten Formol (hergestellt 
durch Erhitzen von Paraformaldehyd) behandelt, und zwar wurde die 
Mischung mit Liquor so hergestellt, daB dadurch die Formolkonzen- 
tration im Liquor 19 bis 20°, betrug. Diese Versuche ergaben praktisch 
kein verwertbares Resultat, da in den untersuchten vier Fallen die 
Selektivitat der Absorptionsspektra verwischt zum Vorschein kam, 
wobei jedoch nicht zu verkennen war, da ihre Maxima und Minima 
in Richtung zu héheren Werten verschoben waren. 

Nur der Liquor des Uramikers erlitt eine Verschiebung zu niedrigeren 
Extinktionskoeffizienten; da diese Kurve dem Verlauf einer reinen 
Harnsaurekurve entspricht, ist anzunehmen, daB es sich in diesem Falle 
um die Reaktion zwischen Formol und Harnsaure handelt. Eine Gegen- 
probe, welche mit 0,0013 °% Harnsadurenatrium und Formol vorgenommen 
wurde, zeigte zwar eine Verschiebung in Richtung der absorbierten 
Wellenlangen, jedoch keine Erniedrigung der Extinktionskoeffizienten. 


Es ist aus diesen Untersuchungen nur so viel 2u folgern, daB die 
Formolbehandlung des Liquors eine Veranderung der selektiven Ab- 
sorption zu bewirken vermag und daB sich der Liquor cerebrospinalis 
auch in dieser Hinsicht von dem Blutserum auffallend unterscheidet, 
da sich letzterer gegen die reine Formolbehandlung in spektrographi- 
scher Hinsicht als ginzlich refraktar erwies. 
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Zusammenfassung. 


Das .Blutserum des Menschen wurde von uns mit dem Hilgerschen 
Quarzspektrographen untersucht. Die selektive Absorptionskurve des 
normalen Blutserums setzt sich additiv aus den Einzelkurven des Al- 
bumins und Globulins zusammen, eine Feststellung, welche von Groh und 
seiner Schule an Blutsera tierischer Herkunft begriindet werden konnte. 

Die Verschiebung der einzelnen EiweiBfraktionen hatte, ebenso 
wie das Alter, die Blutgruppe und die Erkrankung selbst, keinen EinfluB 
auf die normale selektive Absorptionsfahigkeit der Blutsera. 

Kiinstliche Verainderungen, welche durch die Behandlung der 
nativen Blutsera mit Formol, Formol und Natronlauge nach Groh, durch 
die Hitzeinaktivierung bei 56°C, schlieBlich durch Réntgenstrahlen 
bewirkt wurden, beeinfluBten die selektive Absorptionsfahigkeit des Blut - 
serums verschiedenster Herkunft in gleicher Weise. Die Ultrafiltrate 
des Blutserums zeigten nicht in jedem Falle eine reine Harnsiurekurve. 

Die Absorptionskurve des Liquors ist als eine Interferenzkurve 
der einzelnen selektiv absorbierenden Komponenten zu_ betrachten, 
unter denen in erster Linie gréBere EiweiBmengen und die Harnsaure 
zur Wirkung gelangen. 

Die Formolbehandlung des Liquors vermag im Gegensatz zum 
Blutserum eine Veranderung der selektiven Absorption zu bewirken. 

Die Absorptionskurve des Liquor-Ultrafiltrats zeigt flacheren 
Verlauf als die Kurve des Liquors und wird nach héheren Extinktionen 
verschoben. 
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Uber den Gehalt des normalen Harnes an Kohlenhydraten 
und deren Beziehungen zur Nahrung. 


Von 
B. Lustig und L. Landau. 


(Aus dem _ pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfsstiftung 


Wien III.) 


(Eingegangen am 15, Dezember 1931.) 


* . o . . . 

Uber die Art und Méglichkeit der in normalem Harn vorhandenen 
Kohlenhydrate sind eine Reihe zum Teil widersprechende Unter- 
suchungen vorhanden, die hauptsachlich alteren Datums sind. 


Der Kohlenhydratgehalt des normalen Harns wird von Folin und 
Berglund’ und von Folin? als aus unverwertbaren, hauptséchlich der 
pflanzlichen Nahrung entstammenden Kohlenhydraten angesehen. Die 
Kohlenhydrate des normalen Harns scheinen zusammengesetzt und. was 
auch die wechselnden Angaben iiber ihre Eigenschaften bei verschiedenen 
Autoren erklart, nicht einheitlicher Natur zu sein. Uber die Art der vor- 
handenen Zucker sind hauptsachlich altere Angaben vorhanden. Landwehr* 
wies im Harn das Vorhandensein einer dextrinartigen, mit Alkohol fall- 
baren, stickstofffreien Substanz nach, die er ,,tierisches Gummi** benannte. 
Die altesté ausfiihrlichere Untersuchung stammt von Lemaire‘, der im 
normalen Harn Glucose, Isomaltose und eine dextrinartige, alkoholfallbare 
Substanz nachwies. Cammidge® wies mit Hilfe seiner Osazonprobe das 
Vorhandensein eines Pentosenkomplexes nach, den er auch jodometrisch 
nach Umwandlung in Furfurol bestimmte. Dieser hydrolysierbare Pentosen- 
komplex ist nach Cammidge mit Sublimat fallbar, nicht aber mit basischem 
Bleiacetat, mit welchem Glucuronséure entfernt werden kann. Nach 
Neuberg® und Neuberg-Saneyoshi? kénnen die bei der Cammidge-Reaktion 
gewonnenen Osazonkristalle aus verschiedensten Kohlenhydraten stammen. 


J. of biol. Chem. 51, 213, 1922. 
Ebendaselbst 67, 357, 1926. 

Zitiert nach Neuberg, Der Harn 1. 
Tierchemie 25, 256, 1895. 

Lancet 2, 1356, 1927 (Ubersichtsreferat). 
Diese Zeitschr. 48, 505, 1912. 
Ebendaselbst 36, 56, 1911. 


“sco 7 @ © we 














B. Lustig u. L. Landau: Gehalt d. norm. Harns an Kohlenhydraten usw. 175 





und zwar aus Pentosen, Glucuronsaure, bisweilen aus Hexosen, Glyoxylsiure 
und anderen unbekannten Zuckern. Pavy! wies das Vorhandensein 
von alkoholléslichen, nach Séurehydrolyse stark reduzierenden maltose- 
artigen Kohlenhydraten im Harn nach. Nach Patterson? kann, ent- 
gegen den Aalteren Anschauungen iiber das Vorhandensein von _ ver- 
garbaren Substanzen im Harn, unter Bedingungen, bei welchen Glucose 
volistandig vergarbar ist, keinérlei Glucose im normalen Harn durch Garung 
nachgewiesen werden, was auch durch die Untersuchungen von Lund und 
Wolf*® bestatigt wurde. Beziiglich der weiteren Literatur sei auf die Mono- 
graphien von Grevenstuck* und Cammidge® verwiesen. Uber die Menge der 
im normalen Harn vorhandenen Kohlenhydrate sind je nach dem Autor und 
der angewandten Methode weit auseinanderliegende Werte in der Literatur 
vorhanden, und zwar zwischen 0,05 bis 0,9 °,. Die gebraéuchlichsten Methoden 
beruhen auf der Bestimmung des Reduktionsvermégens nach Saure- 
hydrolyse, wodurch reduzierende kohlenhydratfreie Harnsubstanzen mit- 
bestimmt werden. Als weitere Fehlerquelle ist die je nach Art und Dauer 
der Saéurehydrolyse wechselnde Reduktionsstiirke anzusehen. 

Lustig und Langer® fiihrten unter Anwendung der kolorimetrischen 
Methode von Tilmans-Phillipi’, welche eine Bestimmung der Kohlen- 
hydrate ohne gesonderte Hydrolyse erméglicht, die Bestimmung und weit- 
gehende Fraktionierung der im Harn vorhandenen Kohlenhydrate aus. 
Die Bestimmung und Fraktionierung im Harn wurde auf folgende Weise 
durchgefiihrt. 

1. 0,2cem Harn werden mit Wasser auf lccm_ aufgefiillt und 
mit 0,5cem einer 2°%,ig. Orcinlésung in 33°,ig. Schwefelsiure und 
mit l5icem 60°,ig. Schwefelséure versetzt, durchgemischt und 10 bis 
12 Minuten im kochenden Wasserbad erhitzt. Gleichzeitig wurden als 
Vergleichslésungen je 1 cem von Verdiinnungen 1: 20, 1:40, 1: 80 einer 
genauen | °,ig. im Eiskasten aufbewahrbaren Dextroselésung (entsprechend 
0,5, 0,25 und 0,125mg Zucker) ebenfalls mit 0,5cem Orcinlésung und licem 
60°,ig. Schwefelsiure wie oben behandelt. Nach dem Auskiihlen wird 
die Bestimmung sowie die jeweils entsprechende Vergleichslésung in Hehner- 
schen Zylindern mit 60°,ig. Schwefelséiure auf 50 ccm aufgefiillt und mit 
Hilfe eines Lichtkastens von folgender Beschaffenheit kolorimetriert : 
In einem viereckigen Kasten von 12.16.12 em mit seitlichen Luftléchern 
befindet sich eine 100 Watt-Nitralampe, oberhalb welcher ein Opalmilchglas 
befestigt ist. In dem oberen Kastendeckel, oberhalb der Lampe, befinden 
sich Ausschnitte, in die Hehnersche Zylinder so hineinpaBten, da8 ihr 
AusfluB etwa 5mm iiber den Kastenrand hinausragte. Die Anwendung 
des Lichtkastens erméglicht die Bestimmung zu jeder Tageszeit und ver- 
meidet die durch seitliches Licht bedingten Fehlablesungen. Fiir eine ganze 
Untersuchungsreihe geniigt das einmalige Aufstellen der Vergleichszucker- 
lésungen. Der gefundene Zuckerwert entspricht dem Gesamtkohlenhydrat 
des Harns. 


Physiol. d. Kohlenhydrate 1895. 

Biochem. J. 20, 651, 1926. 

Ber. ii. d. ges. Physiol. 35, 302, 1926. 

Cher den freien und gebundenen Zucker im Blut, Bergmann 1929. 
New vieus Diabet. mell London 1923. 

Diese Zeitschr. 242, 320, 1931. 

Ebendaselbst 215, 36, 1929. 
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2. 3cem Harn werden mit der fiinffachen Menge Alkohol gefallt, 
zentrifugiert, der Riickstand einmal mit Alkohol gewaschen und wieder 
zentrifugiert. Der Niederschlag wird dann in | cem Lauge unter Erwarmen 
gelést, mit Orcin und Schwefelséure wie bei 1. weiter behandelt. Die ge- 
fundenen Werte entsprechen bei eiweiBfreien Harnen dem sogenannten 
Dextrinzucker. Bei eiweiBhaltigen Harnen wird der im EiweiB vorhandene 
Zucker gesondert und bestimmt (3.) und von der alkoholfallbaren Substanz 


abgezogen. 

3. Die Bestimmung des Eiweifzuckers erfolgt auf folgende Weise: 
3cem Harn werden wie oben mit Alkohol gefallt und gewaschen, dann mit 
5eem 10°,ig. Kochsalvlésung und 1 Tropfen 20°,ig. Essigséure 2 bis 
3 Minuten im Wasserbad gekocht, zentrifugiert. Der Riickstand wird | cem 
in 1°.ig. Natronlauge aufgeschwemmt und der Zuckergehalt wie oben 
bestimmt. Der gefundene Wert entspricht dem im Eiwei8 vorhandenen 


Zucker. 

4. 4ccm Harn werden mit 1 cem gesiattigter Sublimatlésung versetzt 
und filtriert. 0,25 ¢em des Filtrats entsprechen 0,2 cem Harn und werden 
mit Wasser auf 1 cem aufgefiillt und der Kohlenhydratgehalt wie nach 1. 
bestimmt. 

5. 5ceem Harn werden mit 0,5 ccm 10°,ig. basischer Bleiacetatlésung 
gefallt, filtriert und 0,25 cem des Filtrats wie bei 4. weiter behandelt. Bei 
der Berechnung mu8 die Verbindung durch die Bleiacetatlésung beriick- 
sichtigt werden. 

Bei der Anwendung dieser Fraktionierungsmethode bei normalem 
Harn waren die mit Sublimat oder basischem Bleiacetat fallbaren 
Anteile untereinander gleichartig und entsprachen in den meisten 
Fallen dem mit Alkohol fallbaren Kohlenhydrat. Da die Bestimmung 
des EiweiBzuckers beim normalen Harn ebenfalls entfiel, wurden von 
uns bei den weiteren Untersuchungen nur Bestimmungen der Gesamt- 
und der alkoholfallbaren Kohlenhydrate durchgefiihrt. 

Es wurden zuerst an zwei Versuchspersonen bei normaler gemischter 
Kost der Kohlenhydratgehalt des Harns eine Woche hindurch 
untersucht. Es wurden sowohl die Art, Menge und Zeit der Nahrungs- 
aufnahme vermerkt, sowie die Zeit und Menge der Harnentleerung. 
In jeder Harnportion wurden gesondert das spezifische Gewicht, das 
Gesamt- und alkoholfallbare Kohlenhydrat bestimmt. Die Harne 
wurden mittels der Phenylhydrazinprobe auf ihre Glucosefreiheit 
untersucht. Bei einer dritten Versuchsperson wurde der Kohlenhydrat- 
gehalt eines 24stiindigen Hungerharns bei einer gleichzeitigen Wasser- 
aufnahme von 800 ccm bestimmt. 

Die Untersuchungen ergaben beziiglich der Gesamtkohlenhydrate 
keinen direkten Zusammenhang zwischen der Nahrung und den aus- 
geschiedenen Mengen. Die Menge der Gesamtkohlenhydrate schwankte 
pro Tag zwischen 1,31 bis 2,52 g, im Durchschnitt 1,89 g. Die Haupt- 
menge der Kohlenhydrate wurde mit der Friihportion ausgeschieden, 
wahrend des Tages tritt ein kraftiger Abfall ein, und erst gegen Abend 
wird eine Zunahme der Gesamtkohlenhydrate gefunden. Die alkoholfall- 
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baren Kohlenhydrate schwankten bei der ersten Versuchsperson 
zwischen 34 bis 126 mg, bei der zweiten zwischen 61 bis 183 mg. Die 
Menge der alkoholfaillbaren Kohlenhydrate scheint in einem gewissen 
Zusammenhang mit der Menge des aufgenommenen tierischen EiweiBes 
zu stehen. Beim Hungerharn wurde eine starke Verminderung der 
Gesamtkohlenhydrate auf 0,85 g gefunden, wahrend die alkoholfall- 
baren Kohlenhydrate den gleichen Wert wie beim Nichthungern er- 
reichten. Eine kurze Ubersicht iiber die Kohlenhydratausscheidung 
in je 24 Stunden, sowie der Harnmenge ist in der Tabelle I enthalten. 

Da die Bestimmung in den einzelnen Portionen des 24stiindigen 
Harns, abgesehen von den verhaltnismabig groBen Kohlenhydrat- 
mengen sowie der Schwankungen derselben, wahrend des Tages keinen 
direkten Zusammenhang mit der Nahrung zeigten, wurden weitere 
Versuche in der Weise vorgenommen, da in der Frith im niichternen 
Zustande nach Harnentleerung 500 com ungezuckerter ‘Tee bzw. Wasser 
allein, oder in Verbindung mit verschiedenen Nahrungsmitteln ge- 
trunken wurden, dann durch 4 oder 5 Stunden stiindlich, unter Ver- 
meidung jeder sonstigen Nahrungs- oder Flissigkeit-aufnahme wahrend 
der Versuchsdauer, der Harn entleert wurde. Von jeder Harnportion 
wurden Menge, spezifisches Gewicht, Gesamt- und die alkoholfaill- 


Tabelle JI. 





Gesamtkohlen- Alkoholkohlen- 


Tag Harnmenge hvdrate hydrate Fleischmenge pro Tag 

ecm g mg £ 
Versuchsperson A, c’, 27 Jahre. 

1 550 1,52 61 Kein tierisches Eiweil} 

2 1450 2.35 183 200 

3 575 1,44 120 150 

4 600 1,97 105 Kein tierisches Eiweib 

5 980 1,63 67 = ‘ 

6 900 1,77 88 150 

7 1070 2,59 129 300 

Durchschnitts- 
werte . . . 875 1.89 122 


Versuchsperson B, co, 26 Jahre. 


1 1150 2,52 80 400 

2 370 1.41 5S 250 

3 650 1,85 34 Kein tierisches Eiweib 
4 480 1.86 38 “ i 

5 970 2.39 118 300 

6 1560 1.31 126 400 

Durchschnitts- 
werte . .. 863 1,89 76 





Versuchsperson ©, 


1 890 0.85 
Biochemische Zeitschrift Band 245 


¥, 24 Jahre. 
86 Hungerharn 
12 
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baren Kohlenhydrate bestimmt. Nach Bestimmung der Nichtern- 
versuche (mit 500 ccm Wasser oder ungezuckertem Tee) wurden Ver- 
suche mit verschiedenen Kohlenhydraten durchgefiihit. Die Versuchs- 
personen bekamen im niichternen Zustande nach der Frihharn- 
entleerung 500 ccm ungezuckerten Tee mit 100 g Dextrose oder 100 g 
Rohrzucker oder 50 und 100g Dextrin, schlieBlich Kartoffelstarke 
in Form von 500 g Kartoffelpiiree. 

Diese Versuche ergaben, daB unabhangig von der ausgeschiedenen 
Harnmenge die Menge der Gesamt- und alkoholfallbaren Kohlen- 
hydrate im Gegensatz zu den bisherigen Anschauungen gegeniiber- 
dem Niichternwert unveraindert blieb. Die Ausscheidungskurve der 
Kohlenhydrate wihrend eines Niichtern- oder Kohlenhydratversuchs 
ergab in der Mehrzahl der Falle, daB die Hauptmenge in der ersten und 
zweiten Stunde ausgeschieden wurde, dann erfolgte ein scharfer Abfall 
der ausgeschiedenen Menge. Z. B. waren die Mengen der Gesamt- 


Tabelle Il. 


Versuchsdauer 4 Stunden. 





Alkoholfall- 


- Menge Spezifisches Gesamt- bare Kohlen- 
Versuchsform Gewicht kohlenhydrate hvdrate 
ccm mg mg 


Versuchsperson A, o*, 27 Jahre. 


SS er 182 1020—1025 199 20 
Oa ee ee 195 1022— 1039 247 19 
500 ¢ Tee, 100 ¢ Dextrose. . 275 1019—1027 260 20 
500¢ . 100¢ Dextrin . . 145 1025—1028 231 16 
0g . 50g Dextrin . . 119 1922—1028 212 18 
500g . 500¢ Kartoffel . . 499 1018—1027 252 22 

Durchschnittswerte: 236 234 19 


Versuchsperson B, o*, 26 Jahre. 


oy a a are 243 1020— 1022 186 17 
5090 g Tee, 100 ¢ Dextrose. . 94 1027—1030 194 18 
500¢ . 10%¢ Dextrin .. 196 1020—1027 236 2? 
500¢ . 50@ Dextrin .. 245 1011—1022 181 22 
500g . 500g Kartoffel. . 261 1024— 1026 228 18 
Durchschnittswerte: 228 205 19 
Versuchsperson (, co, 24 Jahre. 
dt , eee ee a ae 237 1923 —1937 258 21 
500 ¢ Tee, 24Std. Hungern . 119 1022 —1029 119 17 
Versuchsperson D, o*, 29 Jahre. 
fe ee 530 1013—1019 270 21 
oy Ce ES ee 390 1010—1017 203 17 
500 ¢ Tee, 100 ¢ Rohrzucker 495 1009—1015 259 17 


Durchschnittswerte: 431 241 18 
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kohlenhydrate bei einem Niichternversuch nach der ersten Stunde 
102 mg, nach der zweiten 74mg, nach der dritten 41 mg, nach der 
vierten 33 mg Kohlenhydrate. Die Ausscheidung der alkoholfallbaren 
Kohlenhydrate erfolgt auf ahnliche Weise. 

Bei einer Versuchsperson (C) wurde der Nichternwert nach 
24stiindiger Nahrungsenthaltung bestimmt. Dieser Versuch ergab eine 
Verminderung der Gesamtkohlenhydrate auf die Halfte, wahrend die 
Menge der alkoholfallbaren keine Verminderung erfuhr. Eine Zusammen 
fassung der bei den Niichtern- und Kohlenhydratversuchen gefundenen 
Harn- und Kohlenhydratmengen ist in der Tabelle I] enthalten. 

Bei den Versuchen mit Dextrose (Tabelle I], Versuchspersonen A 
und B) wurden auch nach Lustig und Langer! im Blutserum nach 
1, 2, 3, 4 Stunden der freie, der EiweiB- und der gebundene Nichtetweib- 
zucker bestimmt. Diese Versuche ergaben keinen Zusammenhang 
zwischen der Dextroseaufnahme und dem Eiweifzuckergehalt. Die 
gefundenen Werte sind in der Tabelle II] vereinigt. 


Tabelle III. 


Freier, EiweiB- und gebundener NichteiweiBzucker bei Dextrose- 
belastung im Serum. 





Gebundener 


Freier Eiweil- Gesamt NichteiweiB 
Zeit nach der Belastung Zucker zucket zucker sucker 
mg-" 6 mg-' mg- mg-' 
A) nichtern he oP ae 63 125 24 212 
1 Std. nach der Belastung . 77 154 0 231 
2 93 120 l 212 
3 63 120 12 195 
4 65 118 28 211 
B) niachtern : ae oe 98 139 1 237 
1 Std. nach der Belastung . 73 145 D 223 
2 89 139) 7 226 
3 67 126 5 196 
4 73 134 —3 204 
Nachdem die Versuche mit verschiedenen Kohlenhydraten im 


Vierstundenversuch keine 


Erhohung 


des 


Kohlenhydratgehalts im 





Harn ergaben, wurden bei den weiteren Versuchen an Stelle der pflanz- 
lichen Kohlenhydiate Rindfleisch und Leber verwendet. Die Versuche 
wurden auch hier in der Weise durchgefiihit, daB stiindlich wahrend einer 
Versuchsdauer von 4 oder 5 Stunden der Harn entleert wurde und von 
jeder Harnportion die Bestimmungen gesondert durchgefiihrt wurden 
Die Ausscheidungskurve der Kohlenhydrate verlief bei diesen Versuchen 


' Diese Zeitschr. 242. 320. 1931. 
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im Gegensatz zu den vorhergehenden flach. So z. B. waren die 
Kohlenhydratmengen nach Einnahme von 300 g Rindfleisch und 500 cem 
ungezuckertem Tee nach 1 Stunde 68mg, nach 2 Stunden 59mg, nach 
3 Stunden 53 mg und nach 4 Stunden 62 mg. Die Menge der Gesamt- 
kohlenhydrate war nach Einnahme von Rindfleisch nur sehr wenig, 
nach EKinnahme von Leber stark erhéht. Die Menge der alkoholfall- 
baren Kohlenhydrate war bei beiden Versuchsformen stark erhébt. 
Kine Zusammenfassung der bei diesen Versuchen gefundenen Werte 
ist in der Tabelle IV vereinigt. 


Tabelle IV. 





: : Alkohol- 
Ver- ; Gesamt- fi] bare 
Tereuiaiesas suchs- Menge Spezifisches kohlen- Kohlen- 
dauer Gewicht hydrate hydrate 
Std. cem mg mg 
Versuchsperson A, o*, 27 Jahre. 
500 ¢ Tee 4 182 1020—1025 199 20 
eae ee + 195 1022—1030 247 19 
500 ¢ Tee, 300 ¢ Kalbsleber 4 225 1027—1028 283 30 
0g ., 300¢ . 4 193 1028—1030 300 32 
500g . 300g Rindfleisch 4 209 - - 38 
Versuchsperson B, o*, 26 Jahre. 
oy a eee 4 243 =1020—1022 186 17 
500g Tee, 300g Kalbsleber . . 4 197 1025—1034 310 36 
500g . 300g Rindfleisch . . 4 182 1030—1037 262 36 
Versuchsperson D, co, 29 Jahre. 
500 ¢ Tee 4 530 1013—1019 280 22 
a ene ee 4 300 =1010—1017 203 17 
500 ¢ Tee, 300 ¢ Kalbsleber 4 560  1007—1020 397 35 
500g .° 300g Rindfleisch 4 370 §=1020—1028 265 30 
og SS oreo ee eee 5 360 1010-1020 235 22 
500¢ , 300g Leber 5 504 1008—1035 397 42 
500g . 300g Rindfleisch 5 407  1020—1037 310 33 


Zusammenfassung. 


Der Kohlenhydratgehalt des normalen Harns im Verlauf von 
24 Stunden betragt, nach Lustig und Langer bestimmt, 1,38 bis 2,53 g. 
Die Menge der dextrinartigen Substanzen schwankt zwischen 34 bis 
183 mg Kohlenhydrat fiir den 24stiindigen Harn. 


Durch die Einnahme von Dextrose, Rohrzucker, Dextrin oder 
Kartoffelstarke wird die Menge der ausgeschiedenen Gesamt- und 
alkoholfallbaren Kohlenhydrate in vierstiindigem Ausscheidungsversuch 
nicht beeintluBt. 
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Der EiweiBzuckergehalt des Blutes wird durch Einnahme von 
Kohlenhydrat nicht verandert. 

Nach Einnahme von Fleisch tritt im vier- oder fiinfstiindigen 
Ausscheidungsversuch nur eine geringe Erhéhung der Gesamt- und 
eine starke Erhéhung der mit Alkohol fallbaren Kohlenhydrate im 
vier- oder fiinfstiindigen Ausscheidungsversuch ein. 


Nach Einnahme von Leber tritt im vier- oder fiinfstiindigen Aus- 
scheidungsversuch eine starke Erhéhung der Gesamt- und alkohol- 
fallbaren Kohlenhydrate ein. 

Nach 24stiindigem Hungern erfolgt beim Ausscheidungsversuch 
eine Verminderung der Gesamtkohlenhydrate auf die Halfte, wihrend 
die Menge der mit Alkohol faillbaren Substanz unverandert bleibt. 











Uber die innere Reibung von Proteinsolen in Abhingigkeit von 


der Zusammensetzung der Asche. 


Von 


N. Jermolenko. 


(Avs dem Laboratorium fiir physikalische und Kolloidchemie des 
Technologischen Instituts in Leningrad.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1931.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Die Viskosimetrie gilt bekanntlich als eine der besten Methoden 
zur Bestimmung der Veranderungen im Solzustande; einem emp- 
findlichen Indikator gleich laBt sie die Veranderungen, die im Kolloid- 
system stattfinden, erkennen. 

Die Viskositaétsinderung der Sole wird von einer ganzen Reihe 
von Faktoren bedingt; darunter sind von besonderer Bedeutung vor 
allem die Natur des Sols selbst, Alterung, EinfluB von Zusatzen, aktuelle 
Aziditat. Uber die Viskositatsbeeinflussung der Sole durch die ge- 
nannten Faktoren und ihre theoretische Begriindung liegen eine ganze 
Reihe von Untersuchungen vor, insbesondere seien erwahnt die Arbeiten 
von Wo. Ostwald', J. Loeb?, Hatschek®, Davis*, P. Schroeder®, W. Kur- 
batow® ‘a. a. 

Meine Untersuchung befaBt sich mit dem Einflu®B der Zusammen- 
setzung der Asche des Proteins auf die Eigenschaft der Proteinsole bei 
veranderlicher aktueller Aziditat. 

Viskosimetrische Messungen an kéauflichen Gelatinesorten mit 
verhaltnismaBig groBen Schwankungen des Aschengehalts zeigten, 


1 Wo. Ostwald, Kolloidzeitschr. 12, 215, 1913; 25, 82, 116, 1919; 27, 
78, 1921; 36, 99, 1925; 47, 258, 357. 
2 J. Loeb, Proteins and the Theorie of colloidal behavior. New York 1922 
3 EB. Hatschek, Kolloidzeitschr. 11, 280, 1912; 12. 238, 1913; 18, 88. 
1913; The Viskosity of Liquids 1928. 
Davis u. Mitarbeiter, J. Amer. chem. Soc. 48, 1526, 1921; 44, 464, 
1922: J. Ind. Eng. Chem. 14, 706, 1922: Kolloidzeitschr. 49, 276, 1929. 
5 P. Schroeder, Zeitschr. f. physikal. Chem. 45, 75, 1903. 
W. Kurbatow, Protoplasma 9, 37, 1930. 
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daB letzteren fiir das Verhalten des Kolloids eine bedeutende Rolle 
zukommt. Ein derartiger EinfluB lieB sich auch bei der Quellung 
solvatisierter Sole beobachten. So z. B. erklart Wo. Ostwald’ die Ver- 
ainderung des Quellungsgrades der Gelatine in Wasser bei veranderlichen 
Mengen des Bodenkérpers (Gelatine) durch die Verschiedenheit der 
in letzterem enthaltenen Mineralsubstanzen. Dabei erweist sich der 
Prozentgehalt an diesen in der Lésung als um so gréBer, je geringer die 
Menge des genommenen Lésungsmittels und je gréBer die des Boden- 
kérpers war. 

W. Kurbatow* legt den Mineralsubstanzen eine noch gréBere Be- 
deutung bei, indem er die Kristallpolyamphionentheorie vorschlagt, 
nach’ welcher diese die Kristallisationskeime der Kolloidmicellen bilden; 
er betrachtet sie als eine Art Skelett der Micellen der Gallerten. 

Hieraus erklart es sich, daB die meisten Forscher bestrebt sind, 
mit einer méglichst rveinen isoelektrischen Gelatine zu arbeiten, um 
mit den Ergebnissen anderer Forscher nach Méglichkeit vergleichbare 
Xesultate zu erzielen. Es sei jedoch bemerkt, daB eine véllige Ent- 
fernung der Mineralsubstanzen aus den Kolloidstoffen, z. B. der Gelatine, 
nicht gelingt, da im Sol sogar bei sechswéchentlicher Elektroosmose 
immer noch eine, wenn auch minimale, Menge davon zuriickbleibt. 
Aber sogar Spuren von Elektrolyten rufen merkliche Veranderungen 
im Kolloidsystem hervor, wie A. Jwanitzkaja und M. Proskurnin® bei 
der Kataphorese der lyophoben und N. Jermolenko* bei der Ober- 
flachenspannung der lyophilen Sole fanden. 

In der vorliegenden Arbeit interessierte mich nicht so sehr die 
mogliche Verringerung des Aschengehalts, wie die Regulierung ihrer 
qualitativen Zusammensetzung und im Zusammenhang damit das 
Studium der Verdanderungen im Kolloidsystem. Dabei gehe ich in 
Kinzelheiten der Frage nach der Natur eines derartigen Austausches 
nicht ein, da dieser sehr kompliziert ist und zurzeit noch keineswegs 
als endgiiltig aufgeklart gelten darf; ich méchte nur bemerken, daB ein 
solcher Austausch im Prinzip méglich ist und schon von mehreren 
anderen Forschern benutzt wurde. 


Devant® z. B. bewies spektroskopisch, da8, wenn man Schnitte lebender 
Pflanzen in eine Reihe von Lésungen verschiedener Salze eintaucht, die 
in den Pflanzenzellen befindlichen Ionen durch entsprechende Ionen der 
betreffenden Lésungen ersetzt werden kénnen. Besonders glatt verlaufen 


1 Wo. Ostwald u. Kestenbaum, Kolloidchem. Beih. 29, 1—79, 1929. 
2 W. Kurbatow (1. c.). 

8 A, Iwanitzkaja u. M. Proskurnin, Kolloidzeitschr. 39, 15, 1926. 
4 N. Jermolenko, ebendaselbst 48, 141, 1929. 

5 Devant, C.r. 162, 561, 1916. 
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die Austauschadsorptionsprozesse im zum erstenmal von K. Gans fest- 
gestellten Permutitaustausch. 

Es lieBen sich zahlreiche andere Beispiele anfiihren, hier sei nur auf 
eine Arbeit hingewiesen. welche betreffs Austauschbedingungen meinen 
Versuchen am nachsten steht. 


C.K. Smith erhielt eine isoelektrische Gelatine nach folgendem Ver- 
fahren: er bearbeitete eine kéufliche Gelatine mit angeséuerter 10 °,iger 
NaCl-Lésung bis zum Verschwinden der Reaktion auf durch das Na 
aus dem Aschenbestande verdriingte Ca. Danach wurde die Gelatine 
mit einer 1°,igen NaCl-Lésung und schlieBlich zur Entfernung des NaCl 
mit reinem Wasser ausgewaschen. Es wurde also hier das Ca zuerst durch 
Na ersetzt und letzteres dann leicht aus der Gelatine mit Wasser aus- 
gewaschen. 

Naturlich war zu erwarten, daB beim Mazerieren des Gelatinegels 
in Salzl6sungen an Stelle der in die Lésung ausdiffundierten Kationen 
des Gels die Kationen des Mediums treten. Gewéhnlich wird das Ca, als 
ein zweifach geladenes Kation, staérker von der Gelatine zuriickgehalten 
und kann folglich leicht aus derselben das Alkalimetall verdraingen, 1aBt 
sich jedoch selbst um so schwerer einem Austausch unterwerfen. Insoweit 
aber die Entfernung des Ca immerhin méglich ist, so kénnen wir dasselbe, 
indem wir das Gel laingere Zeit der Einwirkung einer verhaltnismaBig 
starken n-NaCl-Lésung aussetzen, durch ein Alkalimetall ersetzen. 


Experimentelles. 
Ein zur Orientierung angestellter Auslaugungsversuch einer 10- und 
20 °oigen Gelatine mit Wasser zeigte (Tabelle L), daB ein erheblicher Prozent- 
satz der Asche auf diesem Wege aus dem Kolloid entfernt werden kann. 
In diesem und in den folgenden Versuchen wurde Gelatine ,,Gold Etikette“ 
»K* mit 1,42°, Aschengehalt verwendet. 


Tabelle I. 


Auslaugung der Gelatine mit Wasser. 





j 10 °/,ige Gelatine 
Auslauge- 20 ° ,ige Gelatine asuasiaatan bei Zimmer- 

dauer ausgelaugt in der Kite sé temperatur 
in Tagen . a 

0,20 0,28 

0,19 0,18 

0,08 0,12 

- 0,11 


0,47 0,69 


Sofern der Aschengehalt mit dem umgebenden Medium (Lésung) 
in ein bewegliches Gleichgewicht tritt, kann beim Eintauchen der Gelatine 
in die Lésung irgendeines Elektrolyten a priori erwartet werden, da® an 


1 C. K. Smith, J. Amer. Chem. Soc. 48, 1350, 1921. 
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die Stelle der in die Lésung ausgewanderten Kationen der Asche die Kationen 
der umgebenden Lésung treten. 


In den folgenden Versuchen wurde die Austauschadsorption 
folgendermaBen durchgefiihrt: eine 10° ,ige Gelatinegallerte wurde 
20 Stunden bei Zimmertemperatur in Wasser oder in Elektrolyt- 
lésungen stehengelassen, danach wurden die Lésungen dekantiert und 


die Gelatine abermals zur Gewinnung einer 2°,igen Loésung in der 
entsprechenden Menge Wasser geschmolzen. 


Da die Alterungsprozesse die Kolloideigenschaften, insbesondere 
deren Viskositat sehr empfindlich beeinflussen, so war es von Wichtig- 
keit, fiir alle Faille streng gleiche Versuchsbedingungen innezuhalten, 
namlich : 


. Menge: 5g Gelatine + 50 ccm H,O 

EE gk we 8 ee ee eee es sl OO on 
Schmelzen auf dem Wasserbad bei 70° . . . . . . . 15 
Erstarrenlassen auf Schnee. ........... =. 60 
Einbringen der erstarrten 10° igen Gelatine in die ent- 
sprechenden Salzlésungen oder in Wasser; Stehenlassen 

bei Zimmertemperatur.............. . 20 Stunden 
Dekantieren der Lésungen am naéchsten Tage; Versetzen 

der Gallerte mit etwas weniger als 250 ccm Wasser und 

nach Abkiihlung auf 25° Auffiillen bis zur Marke. 

Schmelzen auf dem Wasserbad bei 70° wihrend . . . . 15 Minuten 


. Zu den einzelnen Gelatineportionen wurden, um das er- 
wiinschte pu annéhernd genau zu erhalten, gleiche Volu- 


mina HCl oder NaOH von verschiedener Konzentration 
zugesetzt, dann wurde im Thermostaten bei 25° stehen- 


EE ee rn er ee ee oe a! 


Die unter obigen Bedingungen behandelte Gelatine wurde stets 
mit einer Pipette in ein sorgfaltig gereinigtes und gut getrocknetes 
Ostwaldsches Viskosimeter gebracht, und bei 25° wurden eine Reihe 
Bestimmungen gemacht (drei bis vier fiir jede Probe), von denen dann 
der Mittelwert genommen wurde. Es wurde streng darauf geachtet, 
daB jede zur Untersuchung gelangende Gelatineprobe von annadhernd 
gleichem px und jede Serie in allen Fallen von gleichem Alter war. 

Der Einflu8 von Alterungsprozessen auf die Viskositaétsdénderungen 
infolge Austausches der Kationen der Asche sollte auf diese Weise 
vermieden werden. Das pg wurde elektrometrisch bestimmt. Als 
Nullinstrument diente ein Spiegelgalvanometer. Die Viskositét wurde 
nach der Formel:. 


Sek. d. Ausfl. d. Gelat. < spez. Gew. d. Gelat.-Lésung 


) Gelatine = ny H,O . 
" Pe er Sek. d. Ausfl. H,O < spez. Gew. d. Wassers 
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berechnet. Zur Erleichterung der Rechnung wurde fiir das gencmmene 
Viskosimeter eine Konstante eingefiihit nach der Formel: 
n H,O Xspez. Gew. d. Gelat.-Lésung 

Sek. d. Ausfl. d. Wassers < spez. Gew. d. Wassers 
Folglich » Gelatine = K x Sek. d. Ausfl. d. Gelatinelésung. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 angeftihit und in Abb. 1 graphisch 
wiedergegeben. 

Tabelle LI. 


Viskositaét der Gelatine nach anhaltender Einwirkung verschiedener Medien. 





\usgelaugt mit Ausgelaugt mit | Ausgelaugt mit 


Ausgelaugt Ausgelaugt mit 
Nr mit H,O Ringerlisung nLicl nNaCl n CaCly 
Pu PH " PH ’ Pu ’ Pu " 
I 138 1,14 140 1,17 132 1,14 || 1,45 1,14 1.46 1,11 
2 197 1,36 1,94 1,36 196 1,24 | 1.85 1,23 182 1,20 
3 228 1.43 2,35 1,41 2,34 1,26 || 2,27 1,25 2,21 | 1,21 
4 4,02 1,24 3,9 1,38 2.96 1,24 3.0L 1,24 2,96 1,19 
5 4.28 1,23 4,17 1,27 4,29 I - 
6 4.40 1,18 441 1,19 4,39 1,18 || 4,39 1,18 4.37 | 1,17 
7 10.89 1,31 11,0 1,31 10,99 1,25 | 10,92 1,25 | 10,95 1,21 


C7 a Wie zu erwarten war, hatte der Aus- 
tausch der Kationen der Asche im Kolloid 
eine deutlich ausgepragte Wirkung auf die 
Viskositat (freilich iiben hier auch die Salze, 
die in die Gallerte waihrend des Aufenthalts 


* wS 


in den Salzlésungen durch Quellung ein- 
dringen, einen gewissen EinfluB aus). Wenn 
man Salze, mit Ausnahme der Ringerschen 





Lésung, mit ein und demselben Anion nimmt, 


1 © £0 so kann die viskositatserniedrigende Wirkung 
/ x hile der Kationen der Asche in folgender lyo- 
0/71, a ia : © 
A Nall tropen Reihe ausgedriickt werden: Ringer- 
+ Call, sche Lésung > Li > Na > Ca. 
mt2z3s¢ 65 Die Ordnung der Kationen in der lyo- 
Abb. 1. tropen Reihe befolgt gew6éhnlich eine be- 


stimmte GesetzmaBigkeit, immerhin aber 
tauschen oft die Kationen mit den benachbarten Kationen derselben 
Reihe ihre Platze aus in Abhangigkeit von den Versuchsbedingungen und 
von den zu untersuchenden Eigenschaften des Kolloids. AuBerdem kann 
bei dem gleichen Kolloid und bei gleichen Versuchsbedingungen (Tem- 
peratur, Einwirkungsdauer) sogar die Konzentration der eingefiihrten 
Salze allein schon Veranderungen in der Reihenfolge hervorrufen. 
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So stellten R. A. Gortner, W.F. Hoffmann und N. B. Sincleir! 
fest, daB bei der Peptisation durch Salze sich die Kationen bei gleichen 
Anionen in folgenden Reihen ordnen: 


Bei n/2 Salzen peptisieren: Na < K < Ba < Li < Sr < Mg < Ca 
a) Ss i Na < K < Li < Ba < Sr < Mg < Ca 
~~ oe re - Na K Li Ba Ca Sr < Mg 


Wie wir sehen, bleiben nur Na und K_ bestandig, alle iibrigen 
Kationen wechseln mit der Konzentrationsveranderung der Salze ihre 
Platze. Daher darf auch in meinem Falle nicht unbedingt eine strenge 
Folgerichtigkeit in der vis kositatserniedrigenden Witkung der Kationen 
erwartet werden, d, h. eine Ordnung, die den physikalisch-chemischen 
Eigenschaften der Kationen selbst entspricht, z. B. ihrer eigenen 
Hydratation, bei welcher nach Remy*, Woshburn®, Baborowsky* die 
Alkalimetalle in folgender Reihe hydratisiert sind: 

Li > Na > NH, > K > Rb > Cx. 


AuBer dem Hydratationsgiad spielen in der Herabsetzung der 
Viskositat eine ebenso groBe Rolle auch andere kolloid-chemische 
Faktoren, wie z. B. die Adsorptions-Peptisationserscheinungen und 
nach der Theorie W. Kurbatoffs das Wachsen des Kolloidkristallisations- 
keimes. Es ist daher wahrscheinlich, daB diese Viskositatsverminderung 
als Resultat einer Reihe von Prozessen erscheint, die in einander ent- 
gegengesetzten Richtungen verlaufen kénnen; der Endeffekt der 
Viskositatserniedrigung ist dann das Resultat aller Veranderungen 


im Kolloid. 


Die von mir untersuchte lyotrepe Reihe entspricht der pepti- 
sierenden Wirkung der Kationen, und spricht dafiir, daB die Chloride 
der Alkalimetalle eine geringere peptisierende Wirkung als die Chloride 
der Erdalkalien ausiiben. Der unbedeutende EinfluB der Ringerschen 
Lésung auf die Viskcsitatserniediigung zeigt, daB in diesem Falle die 
Lésung als eine Art Puffer wikt, in dem die Zusammensetzung det 
Asche der Gelatine fast unverandert bleibt. 


Zusammenfassung. 
Es wird die. Abbangigkeit der Viskositat der Gelatinesole von der 
Zusammensetzung der Asche untersucht. Letztere wurde mittels der 
Austauschadsorption reguliert. 


. Kolloidzeitschr. 44, 97, 1928. 
2 Zeitschr. f. physik. Chem. 89, 467, 529, 1915; 118, 163, 1923. 
3 Ebendaselbst 66, 513, 1909; J. Amer. Chem. Soc. 37. 694. 1915. 


‘ Ebendaselbst 129, 149, 1927. 
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1. Es wurde eine lyotrope Reihe festgestellt, in welcher die Kationen 
bei gleichen Anionen nach dem Grade, in dem sie auf die Gelatinesole 
viskositatserniedrigend wirken, wie folgt geordnet sind: 

Ringersche Lésung > Li > Na > Ca. 

2. Ringersche Lésung setzt die Viskositaét der Gelatine nur in 
unbedeutendem MaBe herab, was durch die Ahnlichkeit ihrer Zusammen- 
setzung mit den Aschenbestandteilen und folglich durch ihren Puffer- 
charakter beim Auslaugen erklirt werden kann. 

3| Die Viskositaétsanderung der Gelatinsole hangt von der quali- 
tativen Zusammensetzung der Asche ab. 


Herrn Prof. Dr. W. Aurbatoff danke ich fiir freundliche Beratung bei 
vorliegender Arbeit. 

















Molekularmorphologische und molekularkinetische 
Untersuchungen an Proteinen. 


Il. Mitteilung: 


Die elektrochemische Analyse der Einwirkung von Alkali auf Casein. 


Von 
G. Ettisech und Giinter Viktor Schulz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 16, Dezember 1931.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 

In einer vorangegangenen Arbeit! untersuchten wir mit Hilfe 
kinetischer Messungen die Einwirkung von Alkali (NaOH) und Neutral 
salz (NaCl) auf Casein. Wir kamen dabei zu folgenden Anschauungen | 
liber die Verainderungen, die diese Stoffe am Proteinmolekiil hervor- 
rufen: 


Die Primdrreaktion ist eine momentan verlaufende, reine lonenreaktion. 
Sie verandert nur den Aktivitaétszustand des Proteinmolekiils. An sie 
schlieBt sich die Sekunddrereaktion an, die mehrere Stunden zu ihrem Ablauf 
erfordert. Sie verlauft nach zwei verschiedenen Reaktionsmechanismen. 
1. In einem Bereich schwacher Alkalitdt (py 7,4 bis 11,2) wirkt sich | 
| 


Es ist eine Primdrreaktion von einer Sekunddrreaktion za unterscheiden. | 
| 
1 
} 


allein die primaire AktivitétserhOhung aus. Durch sie gerit das Molekii 
in einen instabilen Zustand, der tiefgehende Verainderungen an ihm ver- 
anlaBt. Sie bestehen darin, daB das Molekiil zunichst ,,gedehnt*‘ wird 
und bei noch héherer Aktivierung schlieBlich zerfallt. Man mu8 sich das 
wohl so vorstellen, da®B das stark gedehnte Molekiil durch thermische St6Be 
leichter zum Zerfall gebracht werden kann. Diese Veriainderungen sind 


— soweit die bisher angewandte Methode sie erfaBt riickgangig zu | 
machen, wenn man durch Zusatz von Saéure oder Neutralsalz den Aktivitats- 
zustand des Proteins wieder herabsetzt. Neutralsalz kann dadurch, 


daB es die Aktivitétserhéhung durch Alkali abbremst, die spaltende Wirkung 
des Alkalis in dem oben angegebenen Bereich verhindern. 





1G. Ettisch u. Giinter Viktor Schulz, diese Zeitschr. 239, 48, 1931. 
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Einwirkung der Hydroxylionen auf das Proteinmolekiil ein, die durch 
Saure oder Neutralsalz weder verhindert, noch nach ihrem Eintritt riick 
gangig gemacht werden kann. Diese chemische Verfinderung besteht 
hauptséchlich in einer Spaltwng des Molekiils. 


2. Bei stdrkerer Alkalitdt des Systems (px 11,2) tritt eine chemische 


Ks ist zu vermuten, daB die von uns nachgewiesene Spaltung nur 
der grébste Ausdruck feinerer und _ vielfaltiger chemischer Ver- 
anderungen ist, die das Alkali am Proteinmolekiil hervorruft. In diese: 
Arbeit sowie den nachfolgenden Untersuchungen wird der Versuch 
unternommen, diese Verainderungen strukturell und kinetisch nahe1 
zu erfassen. Kine Methode, die uns hierzu verhelfen kénnte, miiBte 
folgende Bedingungen erftllen: 1. Sie miBte auf chemische Ver- 
ainderungen am Protein ansprechen, 2. sie diirfte das Protein nicht aus 
dem System herausnehmen, in dem es die zu untersuchenden Ver- 
anderungen erleidet, 3. sie diirfte wahrend der Untersuchung das Protein 
gar nicht oder nur minimal beeinflussen. Die in der organischen Chemie 
gebrauchlichen analytischen Methoden erfiillen offenbar diese Be- 


dingungen nicht. 


Die Methode der elektrochemischen Analyse erfiillt dagegen weit- 
gehend die erwaihnten Bedingungen. Sie besteht darin, dab die Affinitat 
bestimmt wird, die das Protein in seinem jeweiligen Zustand gegeniiber 
Cu-Tonen auBert. Diese Affinitaét wird schon von geringen Verinderungen 
im chemischen Bau des Proteins stark beeinfluBt. Der einzige Eingriff 
unserer Methode in das zu untersuchende System besteht darin, daf 
diesem eine geringe Menge eines Cu-Salzes beigegeben und mittels einer 
Kupferelektrode die maximale Arbeit bestimmt wird, die bei der kom- 
plexen Bindung des Kupfers durch das Protein auftritt. Ettisch, Sachsse 
und Beck! haben bereits gezeigt, daB diese Affinitatsbestimmungen sich 
dazu eignen, definierte Eigenschaften an Proteinen zu finden, durch 
die sich voneinander verschiedene Proteine charakteristisch unterscheiden 
lassen. 

Die Arbeitsmethode ist vorlaufig noch nicht geniigend entwickelt 
und theoretisch geklart, um alle durch sie aufgedeckten Erscheinungen 
sicher chemisch deuten zu kénnen. Erst ein Aufbau auf breiterer Basis, 
der bereits im Gange ist, wird sie dahin bringen kénnen, da sie uns 
als Mittel zur sicheren Erkenntnis chemischer Vorgainge an Protein- 
molekiilen dient. Schon heute ist aber zu sehen, da®B uns diese 
Messungen zu Phanomenen fiihren, deren Deutung uns aus dem Gebiet 
der organischen Chemie herausfitthrt, und die ein véllig neuartiges Licht 
auf die Krdfte werfen, die im Innern der Proteinmolekiile herrschen. 


1 HKitisch, Sachsse u. Beck. diese Zeitschr. 230, 68, 1931. 
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Il. Die theoretischen und experimentellen Grundlagen der elektrochemischen 


Analyse. 














a) Die Theorie der Methode. 





Die thermodynamischen Grundlagen der elektrechemischen 
Affinitatsbestimmung der Reaktion zwischen Protein und Cu-Ion sind 
bereits von Ettisch, Sachsse und Beck eingehend erértert worden. Jetzt 
soll gezeigt werden, wie diese elektrochemischen Messungen zu einer 
quantitativen, analytischen Methode ausgebaut werden kénnen. 


Wir wollen folgende Kette betrachten: 


oe i ites () Trey 








o 
Kuprer- -_ ~~ | ary sa Vaprer- 
abhied rn — elek trode 
7 


Abb. 1 


Wird diese Kette geschlossen, so scheidet sich an der Elektrode | 
Kupfer ab, wahrend eine aquivalente Menge Kupfer an der Elektrode I] in 
Lésung geht, um dort sofort vom Protein zur Komplexbildung verbraucht 
zu werden. Unterbrechen wir den Vorgang, so zeigt die Elektrode | 
gegeniiber Elektrode II ein positives Potential, dessen Hohe direkt 
ein Mab fiir die maximale Arbeit ist, die wir gewinnen, wenn wir 1 Mol 
Cu-tonen aus n Lésung zur Komplexbildung mit Protein reagieren 
lassen. (In der angefiihrten Arbeit! wird nachgewiesen, daB das erhaltene 
Potential nicht als Potential einer Konzentrationskette aufgefaBt werden 
darf?.) 


1 Ettisch, Sachsse u. Beck, 1. ¢. 

* Is darf hier, thermodynamisch exakt, von maximaler Arbeit geredet 
werden. Wir haben es hier allein mit einem homogenen., fliissigen System 
zu tun. Der Ubergang von 1 Mol geléster Substanz nach Durchgang 
einer entsprechenden Zahl von Coulombs aéndert das Volumen bei konstantem 
Druck nur in verschwindendem Mae. Man ist daher berechtigt. zu setzen: 








pdv (), (1) 
da 
dv 0 2) 
ist. p stellt den Atmospharendruck dar, bei dem gemessen wurde, + das 
Volumen der Masseneinheit. Da nun freie Energie und maximale Arbeit in 
der folgenden Beziehung stehen: 


dA dF + pdv, (3) 





wo das zweite Glied der rechten Seite die Arbeit darstellt, die das System 
durch Volumenainderung gegen den Atmosphiarendruck leistet, ergibt sich 
aus (2) und (3) 


dA dF n.E.: 


(e ist das elektrochemische Aquivalent). Die Verhaltnisse lagen dageyen 
anders, wenn eine Gasphase mit im Spiele wire. 











192 G. Ettisch u. G. V. Schulz: 


Sattigen wir die freien Valenzen, die das Protein Kupfer gegeniiber 
entfaltet, allmahlich ab, indem wir wachsende Mengen eines Cu-Salzes 
der Lésung zusetzen, so wird das Potential an der Elektrode erst dann 
davon beeinfluBt werden, wenn alle diese Valenzen des Proteins besetzt 
sind. Bis zu diesem Punkte bleibt das Potential konstant erhalten. 
Enthalt das Protein Valenzstellen verschiedener Cu-Affinitét, dann 
werden bei steigendem Kupferzusatz zuerst die Valenzen mit héchster 
Affinitét abgesattigt, dann die mit nachst niederer und so fort. Die 
elektromotorische Kraft als MaB der Affinitaét der Reaktion bleibt 
hierbeiimmer so lange konstant, als die Valenzgruppe, die gerade ab- 
gesattigt wird, noch nicht ersch6pft ist, und sinkt dann rasch auf den Wert 
der nachst niederen. Zeichnet man also den Gang der elektromotorischen 
Kraft als Funktion der zugesetzten Cu-Menge in ein Koordinaten- 
system, so mu die Kurve einen treppenférmigen Verlauf haben. Hierbei 
ist die Anzahl der Stufen gleich der Anzahl der verschiedenen Gruppen, 
die im Proteinmolekiil mit Cu reagieren. Die Hohe einer Stufe ist ein 
MaB fiir die Affinitat der betreffenden Gruppe zum Kupfer, die horizon- 
tale Lange ein Ma& fiir die Konzentration dieser Gruppe in der Lésung. 
Diese beiden GréBen enthalten alles, was wir durch die elektrochemische 
Analyse erfahren kénnen. 

Das allmahliche Zusetzen von Cu-Salz zu einer Proteinlésung bei 
gleichzeitiger Messung der Affinitat der Reaktion bedeutet eine elektro- 
metrische Titration der im Protein vorhandenen Cu-bindenden Gruppen. 
Die grundlegenden Kurven fiir unsere Untersuchungen sind so er- 
haltene Kupfertitrationskurven. Da die beschriebenen Messungen nur 
einen recht geringen Eingriff in das System erfordern und sehr viel 
rascher ausgefiihrt werden kénnen, als die Reaktion zwischen Protein 
und Alkali fortschreitet, kénnen wir durch sie nicht nur stabile Zustande 
der Proteinmolekiile ermitteln, sondern auch instabile bzw. metastabile 
Zwischenstadien, die bei der oft sehr komplizierten Kinetik der Protein- 
reaktionen auftreten. Es ergeben sich daher durch unsere Methode 
naturgeméB neuartige Einblicke in die Kinetik von Reaktionen an 
Proteinmolekilen. 

b) Die Mefmethodik 

ist grundsatzlich dieselbe geblieben wie in der Arbeit von Ettisch, Sachsse 
und Beck. Form und Anordnung der Elektroden sind aber etwas ver- 
andert worden (Abb. 2). Als Vergleichselektrode verwandten wir eine 
gesittigte Kalomelelektrode. Die Cu-Elektrode wurde durch Verkupferung 
einer Platinelektrode hergestellt und vor jeder Einzelmessung erneuert. 
Der mittlere Fehler der Messung bei dieser Anordnung betrug in unseren 
Versuchen nur + 2 Millivolt (bei hohen Potentialen héchstens + 4 Millivolt). 
Die Messungen sind mit einer Kalomelelektrode als Vergleichselektrode 
betrachtlich genauer als mit einer Cu-Elektrode in CuSO,-Lésung. Zur 
Messung diente eine gewodhnliche Potentiometerschaltung mit Kapillar- 
elektrometer als Nullinstrument. 
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Casein, das wir nach dem Verfahren von van Slyke herstellten, erwies 
sich zur Messung als ganzlich ungeeignet. Wir bekamen in solchen Lésungen 
keine reproduzierbaren Potentialeinstellungen. Wir vermuten, da8 eine 
geringe Menge Alkohol vom Casein beim Abdampfen zuriickgehalten wird 
und dort zum Aldehyd oxydiert, der dann als ,,Potentialgift’* wirkt. (Der 






Profemn- 
losurg 


Abb. 2. 


Mefianordnung zur Bestimmung des Potentials einer Kupferelektrode gegen eine Proteinliésung, 


Alkohol wird vom Casein auBerordentlich fest gehalten; selbst nach fiinf- 
maligem Waschen mit Ather trat nach dem Abdampfen des Athers immer 
noch ein deutlicher Geruch von Alkchol auf, auf den nach kurzer Zeit 
gelegentlich ein leichter Aldehydgeruch folgte.) 

Um diesen Effekt zu vermeiden, fallten wir zwar nach dem van Slyke- 
schen Verfahren das Casein aus abzentrifugierter Milch mit Salzsaure. 
lieBen aber die Waschung des Niederschlags mit Alkohol und Ather weg 
und wuschen nur sechsmal mit destilliertem Wasser. Den gewaschenen 
Niederschlag lésten wir naB in so viel n/50 Natronlauge, daB wir eine etwa 
3% ige Lésung bekamen. Die Lésung enthielt dann noch Spuren von Fett 
und sah triib aus. Wir erhielten mit thr aber Potentiale, die sich mit 
der geringen, oben angegebenen Fehlergrenze in etwa 10 bis 15 Minuten 
einstellten und auch dann in denselben Grenzen reproduzierbar waren, 
wenn man die Darstellungsmethode (Ausfallgeschwindigkeit, Anzahl der 
Waschungen usw.) etwas verainderte. 

Die Messung geschieht am besten sofort nach der Zugabe des 
Cu-Sulfats, denn das Gleichgewicht zwischen Protein und CuSO, 
stellt sich nach 1 bis 2 Sekunden ein. Wartet man bis zur Messung 
langere Zeit, so kommt es im Bereich héherer Cu-Konzentrationen 
leicht zu sekundaren Potentialstérungen. Noch starkere Stérungen 
treten unterhalb py = 9,5 auf, so daB wir in diesem Bereich keine 
Messungen angeben. 


Ill. Die Endeinstellung des Gleichgewichtes nach Einwirkung verschieden 
starken Alkalis, 
a) Kupfertitrationskurven als Funktion des py. 
Es wurden zunichst die Cu-Titrationskurven aufgenommen, die 
sich ergaben, wenn man Alkali von abgestufter Konzentration auf 
Casein einwirken lieB und die Reaktion bis zum Endzustand durch- 
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reagiert war. 
lésung mit Alkali versetzt und etwa 20 Stunden verschlossen stehen- 
gelassen. Nachdem sich so das endgiiltige Gleichgewicht eingestellt 


Fiir jede Messung wurde eine gréBere Menge Casein- 


hatte, wurde das pq bestimmt. Die Lésung wurde dann in Portionen 
von je 13,5ccm eingeteilt, zu jeder solchen Portion wurden 1,5ccm einer 
Kupfersulfatlésung abgestufter Konzentration zugegeben und das 
Potential gegen Kupfer darin bestimmt. (Jeder Punkt der Cu-Titrations- 
kurve wurde also einzeln aufgenommen.) 


Tabelle I. 


Cu-Titrationskurven bei verschiedenem pu. 





n/1000 Cu Pu = 99 Pu = 10,25 Pu = 11,25 Pu 11,55 Pa > 12,0 








Pa = 12,2 

















Millivolt Millivolt Millivolt Millivolt Millivolt Millivolt 
0,1 - 106 148 220 cl 
0,5 87 -- 147 —- 307 
1 90 108 148 — — 365 
2 -- 128 213 315, 315 
4 85 -- 114 21 _ - 
5 Zs — fa bot es 
6 - - - 
8 - 110 _ 180 — 
10 75 - 115 - 317, 302, 299 = 
20 85 _- 119 17 287, 280 382 
30 101 110 17: 232, 219 - 
40 _- -= - 218, 235 — 
50 50 ~ — -—— 265 377 
60 -- - 45 - — — 
70 10 -- - -- _ 272 
ee? 
\ 
550} ; = 
fy 16,0 i a 
300" — 4A 
/\ \ 
2hf \ / ° Beretth 
ey RP 3 | . schlechfer 
Yoy= 455 t-— Potentia’~ 
200 \ | __ euastelungen 
4 \ 
- en y om: eames, a 
150 — 
ny= 13.25 ¥ B 
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0 GS 7 2 456 80 20 tee nlusl, 
Abb. 3. 


Cu-Titrationskurven als Funktion des Pq. 
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Tabelle I und Abb. 3 zeigen uns das System der Cu-Titrations- 
kurven fiir Casein bei verschiedenem px. (In der Abbildung sind die 
Cu-Konzentrationen logarithmisch aufgetragen.) Wir kénnen aus dem 
Kurvenbild unmittelbar folgendes entnehmen: 

1. Es reagieren zwei verschiedene Gruppen des Caseins mit dem 
CuSO,. Wir nennen die Gruppe mit héherer Affinitat Gruppe A, die 
mit niederer Affinitat Gruppe B. 

2. Bei wachsendem px steigen die Potentiale beider Gruppen. 

3. Die Konzentration der Gruppe A wachst mit steigendem pa 
der Lésung; sie ist aber bei pg < 11 noch nicht vorhanden. 


4. Die Konzentration der Gruppe B scheint mit dem px nicht 
zuzunehmen. Sie ist bei héherem py nicht mehr bestimmbar, weil 
die zu ihr gehérigen Potentiale immer mehr in einen Bereich kommen, 


in dem sie sich nicht mehr richtig einstellen. 

Wir geben in Tabelle Ia und Abb. 3a die Konzentration der 
Gruppe A in Milliaquivalenten als Funktion des py. (Die Werte sind 
der Abb. 3 entnommen.) Man sieht, wie diese Gruppe bei etwa px = 11 
entsteht und erst schwacher, dann immer starker anwachst. Dieser 
Befund ist deshalb von besonderem Interesse, weil wir in der voran- 
gegangenen Arbeit! nachweisen konnten, daB das Alkali gerade von 
pu = 11 ab aufwarts irreversible chemische Spaltungen am Casein- 
molekiil auslést. Es liegt daher die Vermutung sehr nahe, daB das 
Auftreten dieser Gruppe mit den irreversiblen Anderungen am Casein- 
molekiil zusammenhangt. 


Tabelle Ia. 


Konzentration der Gruppe A 
als Funktion des pu. 





PH n/1000 A 


10,25 - 
11,25 ; 

1 1,55 Abb. 3a. 

12,0 19 Konzentration der Gruppe A 
12,2 50 als Funktion des pu. 


2,2 

Man miiBte jetzt untersuchen, was fiir chemische Gruppen am 
Caseinmolekiil wir in den Gruppen A und B vor uns haben. Diese 
Untersuchungen sind in einer weiteren Arbeit, die sich auf andere 
EiweiBkérper und Polypeptide erstreckt, in Angriff genommen worden. 
Bis zum AbschluB dieser Untersuchungen wollen wir es vermeiden, 
bestimmte Annahmen iiber die chemische Natur dieser Gruppen aus- 


1 G. Ettisch u. G. V. Schulz, 1. e. 
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zusprechen. Einen vorlaufigen Hinweis gibt uns aber schon die Be- 
trachtung der quantitativen Verhaltnisse dieser Gruppen. 

Die Untersuchungen von Schiff! zeigen deutlich, daB immer zwei 
Stickstoffatome ein Cu-Ion binden bzw. ein N-Atom ein Cu-Aquivalent. 
Die Kurven von pa = 9,9 bis 11,3 zeigen, daB eine 2,5°,ige Casein- 
lésung etwa 26 bis 30 Milliaquivalente Cu bindet. Um zu sehen, welcher 
Anteil des Gesamtstickstoffs im EiweiB mit dem Kupfer reagiert, 
wollen wir ausrvechnen, wieviel Milligrammatome Stickstoff in einer 
2,5°% igen Caseinlésung sind: Der N-Gehalt von trockenem Casein ist 
nach Hammarsten 15,7°,. Das Atomgewicht von Stickstoff ist 14. 
Die Anzahl Milligrammatome in | Liter ist also 


25000 . 15,7 
14.100 


280. 


Es reagierenalso, wie wir sehen, etwa 10°, des im Protein enthaltenen 
Stickstoffs mit dem Cu. Die Hauptmenge der im Protein enthaltenen 
Stickstoffatome ist also nicht zur Bildung der Biuretreaktion fihig, 
sondern nur gewisse singulaire Stellen im Molekiil, die aber anscheinend 
fiir die Alkalieinwirkung von Wichtigkeit sind. 

Wenn man Casein mit Alkali versetzt, entsteht bekanntlich etwas 
Ammoniak. Da Ammoniak mit Kupfer definierte Komplexverbindungen 
gibt, kénnte man auf den Verdacht kommen, daB er auch die von uns 
gemessenen Potentiale beeinfluBt. Um dies zu untersuchen, teilten 
wir eine einheitlich mit Alkali versetzte Lésung in zwei Portionen, 
von denen wir die eine tiber Nacht verschlossen stehen lieben, wahrend 
die andere offen in einem Exsikkator tiber Schwefelsiure stand. Am 
naichsten Tage maBen wir die Kupfertitrationskurven der  beiden 
Lésungen und fanden, daB diese sehr genau iibereinstimmten. Es ist 
daher nicht anzunehmen, daB die gemessenen Effekte von dem bei der 
Reaktion entstehenden Ammoniak beeinfluBt sind. 


b) Neutralsalzwirkung, Reversibilitatsgrad und Temperaturkoeffizient. 


In der vorangegangenen Arbeit wurde gezeigt, daB Neutralsalz 
eine betrachtliche Einwirkung auf den physikalisch-chemischen Zustand 
von Proteinlésungen hat. Er besteht hauptsachlich darin, daB dieses 
die Aktivitét des Proteinions herabsetzt, und somit alle Eigenschaften 
der Proteine beeinfluBt, die von ihrer Aktivitét abhangen. Wir unter- 
suchten daher, ob Neutralsalz auch auf die mit der elektrochemischen 
Analyse faBbaren Veranderungen, die das Alkali am Protein auslést, 
KinfluB hat. Besonders suchten wir die Entstehung der Gruppe A zu 


verfolgen. 


' Schiff, Liebigs Ann. 310, 37, 1900. 
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Zu diesem Zwecke wurde zu einer 0,03 n NaCl enthaltenden 
Caseinlésung Alkali bestimmter Normalitét zugesetzt, und dann nach 
20 Stunden das pg gemessen und die Cu-Titrationskurve aufgenommen. 


Tabelie J]. 


Wirkung von Neutralsalz auf die Cu-Titrationskurven. 


PH 10,5. 





n/1000 Cu O4 1 8 0) 
Millivolt ohne NaCl ... . 106 108 110 101 
mit 0,03 NaCl... 128 129 


PR 11,3. 





n/1000 Cu 1 2 4 iD 10 
Millivolt ohne NaCl ... . 148.5 146.5 135.5 106 105 
mit 0.03n NaCl. . . 171.5 172.5 160 125 114 


pu 11,55. 




















n/ 1000 Cu OS 1 4 6 If 
Millivolt ohne NaCl . ..., 206 211 205.5 173 140) 
mit 0.03 NaCl . . . 226 228 208 185 
re 
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Abb. 4 
Einflufi von NaCl auf die Cu-Titrationskurven 
— Ohne Nacl Mit NaCl 


Tabelle II und Abb. 4 zeigen, daB die Potentialhéhe durch Zusatz 
von 0,03 n NaCl um ungefahr 20 Millivolt gehoben wird, daB aber die 
Konzentration der Gruppe A nicht verindert wird. Fassen wir das 
Auftreten der Gruppe A als Ausdruck eines chemischen Vorganges auf, 
so kénnen wir hieraus schlieBen, daB Neutralsalz die chemische Fin- 
wirkung von Alkali auf das Casein nicht beeinfluBt, was in guter Uber- 
einstimmung mit der vorhergehenden Arbeit steht. Dagegen wird 
die Affinitét der durch die Alkalieinwirkung entstehenden Gruppen 
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zum Kupfer deutlich vom Kochsalz erhéht. (Es ware denkbar, daB 
dies mit der Beeinflussung der Aktivitaét zusammenhangt.) 

Den Reversibilitdtegrad untersuchten wir, indem wir eine Lésung 
mit Alkali versetzten und nach 20 Stunden so viel Séure zugaben, 
daB das pq stark erniedrigt wurde. Nach weiteren 20 Stunden wurde 
die Cu-Titrationskurve aufgenommen. 


Tabelle Ill. 
Reversibilitétsgrad der Alkaliwirkung. (Erste Spalte: Normale Cu-Titra- 
tionskurve mit zugehérigem py. Zweite Spalte: Dieselbe Lésung auf 
niederes pq abgestumpft, und Cu-Titrationskurve davon.) 





n1000 Cu PH = 155 Po = 9,75 Po = 1,7 Po = 105 PH = 1,75 Pa = 10,35 
Millivolt Miilivolt Millivolt Millivolt Millivolt Millivolt 


“ 210 26 196 
214 ane a 
207 207 194 
184 an - 
149 - (205) 
152 210 195 


a 187 





Jor 375 (vorher R59) | 











4 6 & 20 30 40 
7000 


lu 
Abb. 5. 
Reversibilitatsgrad der Alkaliwirkung. 


Normale Cu-Titrationskurve. 
——— Cu-Titrationskurve nach Abstumpfung mit HCl. 


Tabelle II1 und Abb. 5 zeigen, daB der Alkalieffekt nicht reversibel 
ist?. Die urspriingliche Kurve bleibt aber nach der Abstumpfung des 
Alkalis nicht erhalten. Vielmehr scheint die Siurezugabe zur alkalischen 
Proteinlésung einen weiteren chemischen Eingriff in das System zu 
bedeuten. Es verschwindet zwar durch sie der meBbare Unterschied 
zwischen den beiden Gruppen. Statt der zwei Potentialstufen finden 


1 Wie gro8B der pu-Bereich der Irreversibilitat ist, kénnen wir noch 
nicht angeben. Die Schwierigkeiten, diesen Effekt zu messen, machen eine 
gesonderte, umfangreichere Untersuchung erforderlich. 
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wir jetzt nur eine einzige vor, die aber zwischen den beiden alten Stufen 
liegt. Man kénnte vielleicht daran denken, daB das neue Potential das 
Potential der Gruppe B ware, das durch das bei der Neutralisation 
entstehende NaCl etwas erhéht ware. Gruppe A wire dann in Gruppe B 
iibergefiihrt. Dagegen spricht aber, daB in einem Falle die neue Potential- 
héhe dem alten Potential A entsprach (siehe Tabelle I11). Diese Ver- 
suche sollen spiter mit verbesserten Methoden an anderen Proteinen 
wiederholt werden. Wir wollen jetzt nur folgende zwei Befunde als 
sicher aus ihnen entnehmen: 

1. Die elektrochemisch gemessene Einwirkung des Alkalis ist 
durch Saurezusatz (oberhalb py = 11,3) nicht umzukehren. 

2. Hieraus folgt, daB das System Protein—Alkali—Cu-Ion in 
dem gemessenen pg-Bereich kein Gleichgewichtssystem mit reversiblen 
Zustandsanderungen ist. Die Komplexbildung mit Kupfer ist daher 
ein Ma fir irreversible chemische Verinderungen, die das Alkali am 
Protein verursacht. 

Der Temperaturkoeffizient der Komplexbildung wurde bestimmt, 
indem wir zwei ElektrodengefaBe mit derselben Lésung (Casein + n/1000 Cu) 
bei verschiedenen Temperaturen gegeneinander schalteten. (Die Temperatur- 
differenz betrug 27°.) Hierbei trat im Bereich von py = 10,1 bis 12,1 
keine Potentialdifferenz zwischen den beiden Elektroden ein. Wir miissen 
also annehmen, da8 die maximale Arbeit der Komplexbildung zwischen 


Protein und Cu-Ion nicht temperaturabhangig ist. Dasselbe wurde von 
Ettisch, Sachsse und Beck fiir Serumproteine gefunden. 


Die in diesem Abschnitt mitgeteilten Befunde kénnen uns bei dem 
gegenwartigen Stand der Untersuchungen noch nicht dazu dienen, 
bestimmte chemische Aussagen iiber die Veranderungen, die das Alkali 
am Caseinmolekiil verursacht, zu machen. Wir sehen aber, daB wir 
hier einen Bereich ausgedehnter chemischer Veranderungen erfassen. 
Auch scheint uns auf Grund der mitgeteilten Befunde die Methode 
differenziert genug zu sein, um auch feinere Strukturaénderungen am 
Protein sichtbar zu machen. 

Die jetzt folgenden kinetischen Messungen werden das erhaltene 
Bild noch weiter ausbauen und uns iiberdies zu Einsichten in die Kinetik 
von Reaktionen an Proteinen fiihren, die sehr merkwiirdig sind und 
von grundlegender Bedeutung fiir die Reaktionsart dieser Substanzen 
zu sein scheinen. 


IV. Die Kinetik der Reaktion zwischen Protein und Alkali. 


a) Die zeitliche Entwicklung der Kupfertitrationskurven. 


Die Messung des Reaktionsverlaufs sollte uns weitere Anhaltspunkte 
dariiber geben, wie die elektrochemisch ermittelten Daten mit denen 
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der vorigen Arbeit in Zusammenhang zu bringen sind. Dort unter- 
schieden wir — wie schon gesagt — eine Primérreaktion (eine momentan 
verlaufende Ionenreaktion) und eine Sekundarreaktion. Letztere 
verlief in der Regel in zwei zeitlichen Phasen, deren langsamere in 
einer Spaltung des Caseinmolekiils bestand, ein Vorgang, der etwa 
10 bis 20 Stunden erforderte. Hier handelte es sich nun darum, zu 
ermitteln, wie lange es dauerte, bis sich die in Abb. 3 dargestellten 
Endzusténde eingestellt hatten. Unseren Befund hieriiber zeigen 
Tabelle [V und Abb. 6. Die Kurven sind am einfachsten als so entstanden 
aufzufassen, daB zu einer groben Menge Caseinlésung Alkali zugegeben 
wurde und in bestimmten Zeiten darauf die Cu-Titrationskurve auf- 
genommen wurde. Die oberste Kurve reprasentiert dann den End- 
zustand. 

Tabelle IV. 

Cu-Titrationskurven nach verschiedener Dauer der Alkalieinwirkung 
(pu = 11,85). 

















2»)! 30’ ib 45’ 2qh 
n/1000 Cu Millivolt n/1000 Cuv- Millivolt n/1000 Cus Millivolt n/1000 Cu Millivolt 
1 192 1 193 1 212 1 275 
10 159 20 190 10 215 10 272 
25 185 15 207 15 246 
20 193 25 208 
mV 
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Abb. 6. 
Kupfer-Titrationskurven von 2,5°/,igem Casein nach verschiedener Dauer 
der Alkalieinwirkung (bei Pu 11,85). 


Tatsaéchlich wurde die Messung etwas anders ausgefiihrt. Da namilich 
die Aufnahme einer Cu-Titrationskurve ziemlich viel Zeit erfordert, abe: 
alle Punkte der Kurve bei diesen Messungen den gleichen zeitlichen Abstand 
vom Zeitpunkt der Alkalizugabe haben mu8ten, wurde jeder Punkt de: 
Kurve einzeln angesetzt. Das Kupfersulfat wurde jedesmal unmittelba1 
vor der Messung zugegeben, um die Reaktion zwischen Protein und Alkali 
vollig ungestért verlaufen zu lassen. (Wir messen also allein diese Reaktion, 
nicht die zwischen Protein und Cu.) 


Wir kénnen folgendes aus der Abb. 6 entnehmen, die die zeitliche 
Entwicklung der Cu-Titrationskurve bei px 11,85 zeigt: 
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1. Am Beginn der Reaktion ist ein einheitliches Potential vor- 
handen, das erst allmahlich in zwei charakteristische Potentiale aus- 
einanderspaltet. 

2. Von dem Augenblick ab, wo sich die Gruppe A nachweisen 
1aBt (innerhalb der zweiten halben Stunde), ist sie schon in der end- 
gultigen Konzentration vorhanden. 

3. Die Potentialhdhen beider Gruppen (A und B) stellen sich im 
Verlauf von mehr als 5 Stunden ein. 

4. Der Vorgang, den wir hier messen, gehért daher eindeutig in 
die zweite Phase der Sekundarreaktion. 

Unser Befund ist in zwei Hinsichten sehr tiberraschend: 

Erstens befinden sich anscheinend alle Molekiile der Lésung zur 
gleichen Zeit in demselben Zustande. Anderenfalls miiBte namlich die 
Titrationskurve zu einer Zeit, bevor das endgiiltige Gleichgewicht 
eingetreten ist, unbedingt einen nach gréBeren Cu-Konzentrationen hin 
abfallenden Verlauf haben, indem bei kleinen Cu-Konzentrationen die 
Molekiile reagieren, die schon ein hohes Potential erreicht haben, bei 
hohen Konzentrationen die Molekiile, die sich noch bei niederem 
Potential befinden. Statt dessen finden wir, daB das System in keinem 
Zeitpunkt mehr als zwei Potentiale entfaltet, und daB diese Potentiale 
fast wahrend der ganzen Reaktion im gleichen Konzentrationsverhaltnis 
zueinander stehen. Wir werden im SchluBabschnitt hierauf noch aus- 
fiihrlicher zu sprechen kommen. 

Zweitens ist es auffallend, daB ohne Veranderung der Konzentra- 
tionen der beiden Gruppen ihre Potentiale langsam héher werden. 
Beide Gruppen verandern bei konstanter Konzentration ihre Affinitét 
zum Kupfer. Nach den heutigen Anschauungen iiber die Natur der 
chemischen Bindung war nicht anzunehmen, da die hier gemessene 
Bindungsenergie kontinuierlich variieren kénnte. Wir hatten deshalb 
die Vermutung, daB der zeitliche Verlauf der Potentialeinstellung bei 
genauem Zusehen sich als diskontinuierlich erweisen wiirde. Wir 
setzten, um diese Frage zu kléren, folgenden Versuch an. 


b) Die zeitliche Entwicklung der Potentialhéhe. 
Es wurde eine gréBere Menge Caseinlésung mit Alkali versetzt. 
In bestimmten zeitlichen Abstanden wurde hieraus eine Probe ent- 
nommen, mit n/1000 CuSO, versetzt und das Potential darin bestimmt. 


In der Tabelle V und Abb.7 sind die Ergebnisse von drei der- 


artigen Versuchsreihen mit zwei verschiedenen Caseinlésungen dar- 
gestellt. Wir sehen aus ihnen, dab die Reaktion tatsachlich in Stufen 
fortschreitet, von denen wir hier ausgepragt fiinf vorfinden. (Die 
kleinen zeitlichen Uberdeckungen kommen dadurch zustande, daB in 
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Tabelle V. 


Zeitlicher Verlauf des Potentials bei pH = 11,9. 














Versuch 33a Versuch 34a Versuch 344 
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Abb. 7. 


Zeitlicher Verlauf des Potentials bei Pu= 11,9. 


den verschiedenen Reihen die Ubergangszeiten nicht genau iiber- 
einstimmen. ) 

Es ist auffallend, wie lange das System auf einer solchen Affinitats- 
stufe verweilt, bis es zur nachsten fortschreitet. Wir werden keinesfalls 
annehmen diirfen, daB wahrend dieser Verweilzeiten nichts am Casein- 
molekiil geschieht. Es scheint uns wahrscheinlicher, daB in dieser Zeit 
langwierige Kettenreaktionen vor sich gehen, in deren Verlauf sich 
einzelne erreichte Stadien darin auBern, daB die Cu-Affinitat sich 
sprunghaft andert. 

Es ergibt sich jetzt die weitere Frage, ob das Casein auf jedes px 
mit einer Serie besonderer Affinitaétsstufen reagiert, oder ob es eine 
begrenzte Anzahl latenter Affinitétsstufen besitzt, von denen es bei 
jeder px-Anderung eine charakteristische Auswahl durchlauft. Dies 
lieBe sich entscheiden, wenn man den Potentialverlauf fiir eine Anzahl 
verschiedener px-Werte verfolgt. Ware die zweite Annahme richtig, 
so miiBten sich némlich in den Potentialverlaufen gemeinsame Stufen 
auffinden lassen, die nur bei verschiedenem py mit verschiedener 
Geschwindigkeit durchlaufen wiirden. In Tabelle VI und Abb. 8 zeigen 
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wir das Ergebnis solcher Messungen. Wir sehen, daB immer wieder 
dieselben Potentialstufen durchlaufen werden. Es existiert also in 
der Tat nur eine begrenzte Anzahl latenter Affinitatsstufen. Das px 
entscheidet dariiber, welche der vorhandenen méglichen Stufen als 
Endzustand erreicht wird. Es zeigt sich weiter, daB bei jeder Reaktion 
eine Reihe der unterbalb des Endpotentials liegenden Potentiale als 
Durchgangsstufen auftreten. Die Geschwindigkeit, mit der diese durch- 
laufen werden, ist um so gréBer, je héher das pyist. Unterhalb pg = 11,0 
ist die PotentialhGhe — wie Abb. 8 zeigt — von der Zeit unabhangig. 
Wir haben es hier anscheinend mit rasch sich einstellenden Gleich- 
gewichtszustanden zu tun. 
Tabelle VI. 


Zeitliche Potentialverlaufe bei verschiedenem pu. 
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Zeitliche Potentialverlaufe bei verschiedenem Pu. 


Diese Befunde gelten nur fir die Gruppe A. Die Messung ist an 
der Gruppe B sehr viel schwerer auszufiihren, da die Potentialunter- 
schiede hier sehr viel geringer sind, und auBerdem zum gréBten Teil 
in einem Gebiet liegen, in dem keine sichere Messung mehr mdéglich ist. 
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Einige Versuche machen es indessen wahrscheinlich, daf der Verlauf 
hier ahnlich wie fiir die Gruppe A ist. 


V. Die vollstindige Serie der Affinititsstufen. 


Kine Betrachtung von Abb. 8 zeigt uns, daB simtliche Affinitats- 
stufen, die bei der Einwirkung von Alkali als Zwischenstadien auftreten, 
auch als Endstadien erhalten werden kénnen, wenn man nur das pyr 
richtig abstuft. Die groBe Ubereinstimmung zwischen Endstadien und 
Zwischenstadien legt die Vermutung nahe, daB wir in all diesen 
Affinitatsstufen Stadien eines stufenweisen Abbaues des Molekiils vor 
uns haben. Der Abbau! ginge dann zeitlich derart vor sich, daB schritt- 
weise eine Stufe nach der anderen erreicht wird, wobei offenbar keine 
Stufe iibersprungen werden kann, da jede Abbaustufe Voraussetzung 
der nachsten ist. 

Es interessiert nun, zu sehen, wie viele solcher méglichen Stufen 
das Casein im ganzen besitzt. Dies untersuchten wir, indem wir fiir 
eine groBbe Menge sehr dicht gelegter pu-Werte die zugehérigen Potentiale 
bestimmten. In der Tabelle VII und Abb. 9 sind simtliche Werte aus 
verschiedenen MeBreihen mit mehreren Ausgangslésungen zusammen- 
gestellt. Wir bekamen hierbei wieder, wie zu erwarten war, eine treppen- 
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Abb. 9. Kupferpotential als Funktion des Pu. 


' Unter Abbau ist keineswegs allein das Abspalten von Teilen zu 
verstehen, die urspriinglich zum Molekiil gehérten, sondern alle die Ver- 
anderungen, die das intakte Molekiil in Richtung auf seine Zerschlagung 
durchlauft. 
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Tabelle VII. 


Die volistandige Serie der Potentialstufen: Casein — Kupfer. 





Pu Millivolt Pu Millivolt Pu Millivolt Pu Millivolt 
10,15 111 11.5 211 11,97 3BN9 12,23 429 
10,24 108 11,57 230 12,05 307 12,27 434 
- os ‘ ont 
| +) ne 12.06 329 1230 452 
10,94 125 Se 231 . 
113 129 11,70 233 12,12 352 12,32 471 
; ™ 11,73 225 12,18 356 12.40 468 
(11,15 148.5 11,77 258 12.18 408 12.40 470 
11, a1 148 11,8 259 1220 «898 12,52 473 
11,27 148 11,84 261 ~—_ 7 12.62 491 
11,3 171 11,85 282 
11,4 170 11,9 282 
( IRT 
1145 195 11,94 a 
11,52 191 


férmige Kurve. Die Abb. 9 zeigt, wie mit wachsendem px immer neue 
Affinitatsstufen erreicht werden, ein ProzeB, der in dem gemessenen 
Bereich (pu 9,7 bis 12,6) noch lange nicht abgeschlossen zu sein scheint. 
Es sieht so aus, als ob die 18 Stufen, die wir hier vor wns haben, bei 
héheren py-Werten noch beliebig weit fortgesetzt werden kénnen. 
Der Unterschied der Energiewerte der einzelnen Stufen betragt durch- 
schnittlich 20 bis 30 Millivolt, d. i. in Warmeeinheiten ungefahr 500 bis 
700 cal. 

Das Ergebnis dieser Messungen wirft noch ein neuartiges Licht auf 
die Art, wie die Kupferbindung zustande kommt. Die erstaunlich 
groBe Vielfaltigkeit von Affinitétseinstellungen des Proteins zum 
Kupfer l48t vermuten, daB wir es hier mit Erscheinungen zu tun haben, 
die nicht allein AuBerungen einzelner chemischer Gruppen am Molekiil 
sind, sondern Auswirkungen von Vorgaéngen, an denen gréBere Teile 
des Molekils beteiligt sind, vielleicht sogar das gesamte Molekiil. Es 
ist undenkbar, daB eine bestimmte Gruppe fiir sich allein derart viele 
verschiedene Konfigurationsméglichkeiten besitzt. Wir miissen daher 
annehmen, daB um jede Gruppe herum ein gewisser raumlicher Bereich 
ist, in dem chemische Anderungen Einflu8 auf das Potential der Gruppe 
haben. Diese Beeinflussung diirfte wohl in ahnlicher Weise vor sich 
gehen, wie auch sonst in organischen Molekiilen (z. B. im Benzolring) 
Substitutionen an bestimmten Stellen des Molekiils Anderungen der 
Reaktionsfahigkeit an anderen Stellen zur Folge haben. 


VI. Schlubbetrachtung. 
Es ist nicht leicht, das Resultat dieser Arbeit noch einmal prignant 
zusammenzufassen, da durch die groBe Anzahl der gefundenen Er- 


scheinungen mehr neue Probleme aufgetaucht sind, als alte gelést 
£ £ ’ £ 
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werden konnten. Einige wichtige Zusammenhange, die sich aus den 
Messungen ergaben, seien jetzt aber noch einmal erértert. 

Wir hatten in einer friiheren Arbeit gefunden, daB py = 11,2 ein 
ausgezeichneter Punkt fiir das Caseinmolekul ist. Bis zu diesem py-Wert 
kann das Casein mit Alkali und Neutralsalz Gleichgewichte mit véllig 
reversiblen Zustandsanderungen eingehen (auch Spaltungen des Molekiils 
sind innerhalb dieses Bereiches reversibel). Oberhalb dieses pq wird 
das Caseinmolekiil irreversibel zerstért. 

Auch in den hier mitgeteilten Messungen zeigte sich dasselbe pu 
als charakteristischer Wert. Von ihm ab aufwarts tritt in wachsendem 
MaBe eine neue kupferbindende Gruppe auf. Ferner ist die Abhangigkeit 
der Potentialhéhe vom px oberhalb des py = 11,2 ganz anders als 
unterhalb dieses pa. Wahrend namlich bei tieferem px das Potential 
erstens nur sehr wenig von diesem abhingt und zwettens keinen meBbaren 
zeitlichen Verlauf zeigt (siehe Abb. 8), tritt bei héherem py in einem 
relativ engen Bereich eine auffallend groBe Anzahl wohldefinierter 
Potentialstufen auf (zwischen px 11,2 und 12,6 wurden 18 solcher 
Stufen gemessen). Wie in der vorigen Arbeit sind auch die hier ge- 
messenen Effekte nicht reversibel?, wenn auch die Abstumpfung des 
Alkalis durch Saure die erhaltenen Kurven etwas modifiziert. Eine 
genauere Erklarung dieser Befunde kénnen wir indessen vorlaufig 
noch nicht geben. 

Sehr merkwirdige Erscheinungen fanden wir, als wir die Kinetik 
der Reaktion zwischen Casein und Alkali untersuchten. Relativ ver- 
standlich war — wie wir zeigen konnten — das Auftreten der Stufen 
bei der Einstellung der Potentialhéhen. Ein kontinuierlicher Verlauf 
ware hier schwerer zu verstehen gewesen, da er der heutigen Auffassung 
iiber die Natur der chemischen Bindung widersprochen hatte. 

Schwieriger zu erklaren scheint uns folgendes Phanomen zu sein: 
Es ist uns unter keinen Umstanden gelungen, eine Kupfertitrations- 
kurve mit mehr als zwei Stufen zu erhalten. Man sollte aus folgenden 
Griinden annehmen, da das leicht méglich ware: Es sind in einem 
einzelnen Caseinmolekiil mindestens 40 Gruppen an der Reaktion mit 
Cu beteiligt (Ovalbumin, das bisher kleinste bekannte Protein, enthalt 
etwa 390 N-Atome; Casein héchstwahrscheinlich ein Mehrfaches davon?, 
wovon, wie wir zeigten, etwa 10°, mit dem Cu reagieren). Da das 
Potential, das diese Gruppen gegen das Cu entfalten, nicht durch ein 
Gleichgewicht zwischen bindenden Gruppen, Cu-Ionen und OH-Ionen 
bestimmt ist, sollte man annehmen, daB von diesen vielen bindenden 


' Siehe hierzu FuBnote zum Abschnitt IIIb. 
2 The Svedberg, L. M. Carpenter u. D. C. Carpenter, J. Amer. Chem. 
Soe. 52, 701, 1930. 
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Gruppen mehrere aus der groBen Menge der mdglichen Potentiale 
zugleich betatigt werden kénnten. Statt dessen finden wir, da die 
beiden Arten yon Gruppen unter allen Umstanden nur je ein Potential 
betatigen. 

Wir sehen fiir diese Tatsache vorlaufig nur zwei Deutungsmdglich- 
keiten. Entweder ist das Proteinmolekiil derart regelmaBig aufgebaut, 
daB alle kupferbindenden Gruppen genau iibereinstimmende Um- 
gebungen besitzen, oder aber das Potential ist eine AffinitatsiuBerung, 
deren Hohe nicht allein von der bindenden Gruppe mit ihrer speziellen 
Umgebung abhangt, sondern von einer Art gleichmaBigem, chemischem 
Kraftfeld, das sich tiber das ganze Molekiil erstreckt. Dieser letzte 
Gedanke scheint uns aber nicht soweit durchfiihrbar zu sein, daB man 
iiberhaupt auf die Bindung des Kupfers an bestimmte, ausgezeichnete 
Stellen im Molekiil verzichten kénnte. Dazu ist die Ahnlichkeit dieser 
Cu-Verbindungen mit niedermolekularen Biuretverbindungen zu grob. 
Wir glauben vielmehr daran festhalten zu miissen, daB das Casein mit 
zwei bestimmten — im Fortgang der Untersuchungen chemisch noch 
zu identifizierenden — Gruppen das Cu-lon komplex bindet. 

Bei der Messung der zettlichen Entwicklung der Cu-Titrationskurven 
fiel uns eine weitere merkwiirdige Erscheinung auf, die jetzt naher be- 
sprochen werden soll. Wir fanden, daB in allen Molekiilen die Reaktion 
parallel lief, so daB sich in einem gegebenen Zeitpunkt samtliche 
Molekiile gegeniiber unserer Messung in demselben Zustande befanden. 
Dies bedeutet ein véllig abweichendes Verhalten gegeniiber der Kinetik 
niedermolekularer Substanzen. Das Fortschreiten der Reaktion in 
niedermolekularen Systemen bedeutet nicht ein Fortschreiten der 
Reaktion bei den einzelnen Molekiilen, sondern ein allmahlich erfolgendes 
Sichansammeln der einzelnen Molekiile im Endzustand der Reaktion. 
Ein Zwischenstadium der Reaktion ist nicht ein Zwischenstadium, in 
dem sich jedes einzelne Molekiil befindet, sondern ein Verteilungszustand 
des Gesamtsystems, bei dem ein Teil der Molekiile sich im Endzustand 
befindet, ein anderer noch im Anfangszustand. 

Das Fortschreiten der hier am Casein verfolgten Reaktionen 
bedeutet aber ein Fortschreiten des Zustandes bei jedem einzelnen 
Molekiil. Die Cu-Titrationskurve ist somit nicht nur eine solche des 
Gesamtsystems, sondern zugleich eine solche fiir jedes einzelne Molekil 
(multipliziert mit einem Faktor). 

Wiirden wir das Molekulargewicht des Caseins sicher kennen, so kénnten 
wir also auf Grund unserer Cu-Titrationskurven genau angeben, wieviel 


Gruppen im Molekiil bei einem bestimmten Zustand desselben eine be- 
stimmte Affinitét zum Kupfer auBern. (Svedberg, Carpenter und Carpenter! 


1 The Svedberg, L. M. Carpenter u. D. C. Carpenter, J. of Amer. Chem. 
Soc. 52, 701, 1930. 
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fanden fiir das Molekulargewicht des Caseins einen Wert zwischen 75000 
und 100000. Dieser ist aber unter Bedingungen bestimmt worden, die 
von den unseren so stark abweichen, daB wir nicht glauben, seinem Wert 
ohne weiteres auf unser System anwenden zu kénnen.) 

Die Erklarung fiir dieses Phanomen scheint uns durch die abnorme 
GréBe der Proteinmolekiile gegeben zu sein. Wir hatten danach in 
einem einzelnen Molekiil bereits derart viele einzelne reagierende 
Gruppen, daB ein Molekiil bei der Reaktion nicht mehr als ein kinetisches 
Element, sondern als kinetisch in sich geschlossene Phase anzusehen 
wire. Der einzelne Potentialsprung kommt ja auf Grund unserer Dar- 
legungen im dritten Abschnitt durch Ubereinanderlagerung einer 
groBen Anzahl von Einzelreaktionen zustande. Ist diese Anzahl von 
Reaktionselementen in einem einzelnen Molekiil groB genug, so werden 
sich bereits in einem solchen deren individuelle Variationen ausgleichen. 

Kin Beispiel mége dies veranschaulichen: LaBt man irgendeine zeit- 

erfordernde Reaktion in mehreren getrennten GefiBen unter denselben 
Jedingungen gleichzeitig beginnen, so werden sich simtliche Reaktions- 
gefiBe (aus statistischen Griinden) zu einem gegebenen Zeitpunkt in dem- 
selben Zustand befinden. Diese Serie von ReaktionsgefaBen ist einem 
System von Proteinmolekiilen analog, wenn man jedem Molekiil ein solches 
ReaktionsgefaB entsprechen 1aBt. 

Wir haben inzwischen begonnen, die hier gefundenen Erscheinungen 
nach zwei Richtungen weiter zu verfolgen. Einmal haben wir unter- 
sucht, ob wir sie mit derselben Methode, wie der hier angewandten, 
auch bei anderen EiweiBk6rpern auffinden wiirden. Dies ist uns in- 
zwischen gelungen, indem wir bei Serumglobulin, das Svedberg als 
homodispers nachgewiesen hat, stufenférmige Einstellungsverlaufe des 
Potentials gemessen haben. Andererseits untersuchten wir, ob auch 
mit einer anderen Methode als der hier angewandten ahnliche Effekte 
aufzufinden sind. Auch diese Bemiihungen scheinen Erfolg gehabt 
zu haben. Genaue Messungen des Viskosititsverlaufes, der in Casein- 
lésungen nach Zugabe von Alkali auftritt, ergaben auch hier Stufen. 
Doch soll dariiber erst ausfiihrlich berichtet werden, wenn die Er- 
scheinung auf breiterer Basis sichergestellt sein wird. 

SchlieBlich seien noch Versuche erwihnt, die genau in der hier 
mitgeteilten Weise mit Oxamid als Modellsubstanz vorgenommen 
wurden!. Nach Schiff? sollte dieser Kérper die einfachste Verbindung 
darstellen, die zur Innerkomplexbildung mit Cu-lon befahigt ist. Auch 
hier fanden wir bei konstanter Oxamidkonzentration eine deutliche 
Abhangigkeit des Potentials vom px in der gleichen Richtung, wie bier 
beschrieben. Es muB indessen bemerkt werden, da’ bei diesem ein- 


1 G. Ettisch u. Tsuya (die Arbeit erscheint demniichst). 
2 Schiff, lee. 
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fachen Kérper diese Abhangigkeit sich zwanglos erkléren laBt aus den 
besonderen Eigenschaften dieser Ketten, ohne dali man chemische 
Eingriffe in das Oxamidmolekiil anzunehmen braucht. 


Zusammenfassung. 


1. Die elektrochemische Analyse der Proteine beruht auf der 
potentiometrischen Messung ihrer Affinitat zu Kupfer. Sie hat die 
Aufgabe, EiweiBkérper chemisch zu analysieren, ohne sie aus dem 
System, in dem sie sich befinden, zu entfernen oder sie durch die Unter- 
suchung inihrer Struktur wesentlich zu beeinflussen. Der fiir die Methode 
grundlegende Begriff der AKupfertitrationskurve wird eingefiihrt. 

Es werden die Veranderungen, die durch verschiedene Konzentra- 
tionen von Alkali am Casein hervorgerufen werden, verfolgt. 

2. a) Die Kupfertitration erfaBt im Casein zwei verschiedene chemische 
Gruppen: A und B. Bei wachsendem px steigen die Affinitaten beider 
Gruppen zum Kupfer. Gruppe A entsteht ungefahr bei py 11,2. Thre 
Konzentration wachst mit dem px. 

b) Die elektrochemisch faBbare Veraénderung durch das Alkali ist 
nicht reversibel. Neutralsalz hat auf die chemische Einwirkung des 
Alkalis keinen EinfluB, erhéht aber die Cu-Affinitat beider Gruppen. 

3. a) Die durch das Alkali am Casein verursachte Verainderung 
wird in ihrem zettlichen Ablauf elektrochemisch verfolgt. Dieser ist 
oberhalb px 11 erst erfaBbar. Es ergibt sich, daB die Verainderung zur 
Sekundarreaktion gehért. Samtliche Proteinmolekiile eines Systems 
scheinen zu einem gegebenen Zeitpunkt nach Reaktionsbeginn in 
demselben Zustand zu sein. 

b) Im Verlauf mehrerer Stunden nach der Zugabe des Alkalis 
steigt die Cu-Affinitat des Proteins bis zu einem Endzustand an. Diese 
Einstellung geschieht nicht kontinuierlich, sondern in einzelnen Stufen. 
Die Héhe der Stufen ist nicht Resultat eines Gleichgewichtes zwischen 
dem Protein und dem px, sondern allein eine AuBerung der im Protein- 
molekiil liegenden Méglichkeiten struktureller Einstellung. Das py 
entscheidet nur dariiber, welche der méglichen Stufen als Endzustand 
erreicht wird. Vorher durchlauft das Protein eine Reihe niedrigerer 
Affinitatsstufen. 

4. Die vollstdindige Serie aller méglichen Affinitdtsstufen zwischen 
pu 9,7 und 12,6 wird aufgenommen. Es ergeben sich 18 Stufen in 
Abstanden von 20 bis 30 Millivolt. Aus der groBen Zahl dieser Ein- 
stellungsméglichkeiten wird geschlossen, daB die Héhe der Cu-Affinitat 
einer Gruppe nicht von ihr allein, sondern mit von ihrer Umgebung 
abhangt. 
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Uber die Aunsiitzung des atmospharischen Stickstoffs durch 
keimende Samen (Beobachtungen an Lupinensamen 
bei besonderen Umgebungsbedingungen). 







Von 


Nerina Vita. 










Institut der Hochschule fiir industrielle Chemie, 
Bologna.) 


(Aus dem chemischen 






(Eingegangen am 16. Dezember 1931.) 






Die Versuche von Chemikern des 19. Jahrhunderts, tiefer in den 
ProzeB der Assimilation des Stickstoffs durch die Pflanzen einzudringen, 
sind allgemein bekannt. Da die Luft zu 80°, aus freiem Stickstoff 
besteht, stellt dieser eine ungemein groBe Stickstoffreserve dar, die man 
intuitiv als die von den Lebewesen mittelbar oder unmittelbar zum 
Aufbau ihrer Substanz ausgeniitzte Quelle betrachtet. Die ersten 
rationellen Beobachtungen auf diesem Gebiet gehen bis auf das Jahr 1838 
zuruck, wo Boussingault (1) mit genauen Methoden seine Unter- 
suchungen iiber die Aufnahme des atmospharischen Stickstoffs durch 
griine Pflanzen anstellte. Seither sind diese Untersuchungen wohl] nie 
unterbrochen worden, und die auf Grund mannigfaltiger und sogar 
widersprechender Ergebnisse gewonnenen Erkenntnisse lassen sich 
wie folgt zusammenfassen. 












— 


1. Es gibt im Erdboden viele Arten aerober oder anaerober 
Bakterien, welche die Fahigkeit besitzen, den Stickstoff der Luft zu 
binden, um ihn den Pflanzen in unmittelbar verwertbarer Form zu 
iibergeben. 

2. Es gibt verschiedene Arten von Algen und Bakterien, welche 
in Symbiose lebend den Luftstickstoff ausniitzen kénnen. 

3. Leguminosen sind unter besonderen Bedingungen imstande, 
den atmospharischen Stickstoff zu binden. 


Beziiglich der ersten Art, den freien Stickstoff auszunutzen, heben 
wir hervor, da8 das Stickstoffbindungsvermégen gewisser Bakterien des 
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Erdbodens, welches von Winosgradsky (2) beim anaeroben Clostridium 
Pasteurianum schon 1893 nachgewiesen wurde, spater bei anderen Arten 
sowohl aerober wie aerober Bakterien (Azobakterien) beobachtet wurde, 
und zwar wurden die ersten Arten von Beijerinck (3) beschrieben. 
Betreffs der zweiten Art der Stickstoffverwertung erinnern wir daran, 
daB schon 1871 Franck (4) und fast gleichzeitig Schlésing (jun.) und 
Laurent (5), unabhangig voneinander, beobachtet hatten, daB die Gegen- 
wart gewisser Algen eine Umwandlung des atmosphiarischen Stickstoffs 
in von héheren Pflanzen verwertbare stickstoffhaltige Produkte bewirkt, 
ferner daB spaitere genauere Versuche (1894) von Kossowicz (6) bewiesen 
hatten, daB die Bindung des Stickstoffs nur da geschah, wo die Algen mit 
bestimmten Bakterien des Erdbodens in Symbiose lebten. Kossowicz (7) 
selbst gelang es andererseits 1914 nachzuweisen, daB dieselben Bakterien 
in Reinkultur keinen Stickstoff aufnahmen. Spatere Beobachtungen (1920) 
von Moore, Whitney und Webster (8) haben dann gezeigt, daB die Auf- 
nahme von Stickstoff durch Algen nur im Sonnenlicht vor sich geht. 


Die dritte Art der Stickstoffbindung gestattet die Verwertung gréBter 
Mengen von Luftstickstoff. 

Griechen und Rémer kannten schon das Umackern mit Griinfrucht, 
aber es scheint sogar, daB in China die Verwertung der Leguminosen als 
Griindiinger in noch altere Zeiten zuriickreicht. Die von Boussingault (1. c.) 
und Ville (9) an Leguminosen angestellten Versuche, von 1838 bis L880, 
lieferten keine iibereinstimmenden Angaben, und nur die Versuche, die 
Hellriegel (10) 1863 begann und spéter gemeinschaftlich mit Willfarth (11) 
bis 1888 weiterfiihrte, schienen die Frage endlich zu kléren. Sie lieferten 
den Nachweis, daB die Aufnahme des Stickstoffs bei den Leguminosen 
von der Gegenwart von Wurzelknéllchen abhangig ist. die Mikroorganismen 
enthalten, welche mit den Wurzeln der Pflanzen selbst in Symbiose leben 
ké6énnen. Diese Beobachtungen sind von Lawes (12) und Gilbert (1890) und 
Petermann (1894) (13) bestatigt worden. 


Doch konnte der innere Mechanismus dieser Bindung des Stickstoffs 
durch die Knéllichen bis heute nicht vollig aufgeklart werden. Als es Beijerinch 
(1888) (14) gelang, die in den Wurzelknéllchen enthaltenen Bazillen ab- 
zusondern, die er Bacillus radicicula nannte, fand er, da es sich um aerobe 
Mikroorganismen handelte, ferner. daB diese Bakterien gré8tenteils in 
Form von anormalen Bakteroidenarten vorliegen, die selbst wieder von 
proteolytischen Enzymen zerstért werden und lésliche stickstoffhaltige 
Stoffe erzeugen, welche sie durch die Gastpflanze verbreiten. Die Frage 
schien nun einfach gelést zu sein, als in der Folge Betjerinck (15) selbst. 
dann Mazé (16) (1897), Léhnis, Buchmann (17) und De’ Rossi (19%) die 
Aufnahme des Stickstoffs mit Reinkulturen dieser Bakterien erforschten, 
und zu zweifelhaften, ja sogar widersprechenden Resultaten gelangten. 
Man beobachtete..daB die Mikroben der Wurzelknoten groBe Verschieden- 
heit in der Form und auch in der Fahigkeit den Stickstoff zu binden, auf- 
wiesen. 

Da aber der sichere Beweis fehlte, da®B die Mikroben der Kndéllchen 
in Reinkultur den elementaren Stickstoff ausnutzen kénnen, so liegt auch 
der Zweifel nahe, da8 fiir eine solche Ausnutzung die symbiotische Ver- 
einigung mit den Leguminosen notwendig sei. Andererseits darf man heute 
vielleicht auf Grund neuerer Tatsachen die alte Theorie von Franck (20), 
wenn auch etwas veraéndert und verbessert, wieder aufnehmen. 


14° 
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Franck nahm an, da® die griinen Pflanzen elementaren Stickstoff durch 
die Blatter aufnehmen kénnen, und daf diese Tatigkeit in den Leguminosen 
von einem besonderen, durch die Mikroben ausgeiibten Reiz gesteigert 
werde. Stoklasa (21), der in neuerer Zeit auf diesem Gebiet arbeitete, gab 
zu, daB ein von Bacillus radicicula erzeugtes Enzym sich in den Luft- 
organen der Leguminosen verbreiten und dadurch an der Assimilation 
des Stickstoffs mitwirken kénne. Wenn es auch nachgewiesen ist, daB die 
Stickstoffaufnahme nicht durch die Blatter, sondern durch die Wurzelteile 
der Pflanze erfolgt, liegt immer noch die Méglichkeit vor, daB auf diese 
Teile ein derartiger Reiz ausgeiibt wird. 

Die Untersuchungen auf diesem Gebiet waren soweit vorgeschritten, 
als ich bei meiner zu ganz anderen Zwecken unternommenen Arbeit 
zu der Einsicht kam, daB unter bestimmten Bedingungen eine Aus- 
nutzung des Luftstickstoffs durch keimende Samen erfolgt, auch wenn 
man die Tatigkeit von Bakterien vollkommen ausschlieBt. Eingehende 
Beobachtungen iiber die Wirkung von Kohlenoxyd auf griine Pflanzen 
{ Padoa und Vita (22)} hatten gezeigt, daB dieses Gas die Eigenschaft hat, 
einige Umwandlungen in den Pflanzen zu begiinstigen, wahrend andere 
gehemmt werden; so wird der Assimilationsvorgang verlangsamt und 
bei hoher Konzentration an CO vdéllig aufgehoben. Auch wird die 
alkoholische Garung aufgehoben und die Inversion des Rohrzuckers 
stark gehemmt. Dagegen wird in Gegenwart dieses Gases die Atmung 
der Pflanzen stark geférdert, ein ProzeB enzymatischer Natur, der 
auf der Wirkung der Oxydasen beruht. Dafiir spricht schon die 
spezifische Wirkung dieses Gases auf die verschiedenen enzymatischen 
Vorgange. Wir sahen uns also veranlaBt, einleitende Versuche tiber 
die Tatigkeit des Kohlenoxyds bei keimenden Samen anzustellen. 
Diese Untersuchungen wurden dann mit anderen Mitteln von anderen 
Forschern fortgefiihrt und erweitert [Padoa und Spada (23)]; hierbei 
zeigte sich noch deutlicher die spezifische Wirkung dieses Gases auf 
die verschiedenen enzymatischen Vorginge, die in den keimenden 
Samen stattfinden. Als ich jedoch jene ersten Versuche an Hand der 
Verainderungen in der Zusammensetzung des mit den Samen in Be- 
rihrung stehenden Gases verfolgte (die Versuche wurden in einem 
geschlossenen Gefa® ausgefiihrt), konnte ich nach bestimmter Zeit 
bei Leguminosen beobachten, daB gleichzeitig mit der Verarmung der 
Luft an Sauerstoff eine bemerkenswerte Abnahme im Prozentsatz des 
Stickstoffs der Umgebung stattfand. Diese Tatsache fesselte meine 
Aufmerksamkeit, und ich stellte eine Reihe Versuche an, um zu priifen: 

1. Ob diese Absorption des Stickstoffs tatsichlich dem Ent- 
wicklungsvorgang des Samens und nicht der Wirkung von Bakterien 
zuzuschreiben ist. 


2. Welcher Prozentsatz von Kohlenoxyd in der Luft nétig ist, um 
die Erscheinung hervorzubringen. 
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3. Welchen EinfluB die Gegenwart des Sauerstoffs und der Kohlen- 
siure auf die Erscheinung selbst ausiibt. 


4. Welchen EinfluB das Licht ausiibt. 
5. Ob die Erscheinung von einer enzymatischen Tatigkeit der 
Samen abhangt oder auch im Mehl der Samen selbst auftritt. 


Die gréBte Sorgfalt wurde von Anfang an der Sterilisierung sowohl! 
der Samen wie auch der Glasglocke gewidmet, worin die Keimung vor sich 
ging. Die Glocke und die anderen Glasteile wurden sorgfaltig gewaschen 
und getrocknet, und die vorher mit Bromwasser sterilisierten Samen wurden 
auf ebenfalls sterilisierter Watte hineingelegt (10g Samen wurden im 
allgemeinen unter einer Glocke von ungefahr 12 Liter Volumen zum Keimen 
gebracht). In der Glocke wurde dann eine neue Sterilisierung mit Brom 
dampf ausgefiihrt, der dann durch langes Durchstr6men mit sterilisiertet 
und filtrierter Luft verdrangt wurde; dann fiillte man den Behalter mit 
der Gasmischung, worin die Keimung vor sich gehen sollte; diese Mischung 
bestand aus Stickstoff, Sauerstoff und Kohlenoxyd in verschiedenen Ver- 
haltnissen. Durch eine zweckmaéBig angebrachte Offnung lieB man nach 
beendigter Sterilisierung eine bestimmte Menge Wasser auf die Samen 
hinabflieBen. Dieselbe Sorgfalt wurde bei den Mustersamen angewendet. 
die man in luftgefilllter Glocke keimen lieB und die nie eine Stickstoff- 
absorption zeigten. Die Keimung wurde zuerst durch die Priifung des in 
der Glocke enthaltenen Gases verfolgt. Diese Methode bot in der Folge 
so groBe experimentelle Schwierigkeiten, daB man sie aufgeben und durch 
die N-Dosierung mittels der Kjeldahl-Methode ersetzen mute; dennoch war 
sie von Nutzen, denn dadurch konnte man ermitteln, bei welchem Prozent 
satz von Sauerstoff die Erscheinung méglich ist; auf diese Weise konnte 
man feststellen, daB der Stickstoff nur dann von den Samen gebunden 
wurde. wenn der Sauerstoff, der beim KeimungsprozeB verzehrt worden 
war, nicht 1°, tiberstieg. 

Bei dieser Methode war es besonders schwierig. einen vollkommenen 
VerschluB der Glocken, der etwaige Gasverluste und Luftzutritt verhindern 
sollte, zu erreichen; denn die Glocken wurden je nach den Bedingungen 
der Temperatur und der Absorption Druckverinderungen unterworfen ; 
andererseits konnten sie nicht dauernd verschlossen bleiben, denn bald 
muBte man zur Priifung Gas entnehmen, bald war es nétig, neue Gasmengen 
hineinzubringen, um allzu starken Unterdruck zu vermeiden. Ich versuchte 
aus den Verénderungen des Druckes, der Temperatur und der Zusammen- 
setzung der Gasmischung die Menge des absorbierten Stickstoffs zu be- 
rechnen. Diese war aber in allen Fallen viel geringer als die Vermehrung. 
die man mit der iiblichen Ajeldahl-Methode im Stickstoffgehalt beobachtet. 
Diese Bestimmung gilt sowohl fiir die in Gegenwart von CO gekeimten 
Samen wie auch fiir die in gewohnlicher Luft gekeimten Muster; zur Zer- 
stérung der organischen Substanz tiberfiihrte man die ganze aus Samen, 
Watte und aufsaugender Fliissigkeit bestehende Masse in den Kjeldahl- 
kolben, und zwar um eventuelle Verluste von léslichen stickstoffhaltigen 
Substanzen zu verhindern. Die einleitenden Versuche zeigten, daB di 
Absorption sowohl bei Erbsen, wie auch bei Lupinen stattfand, bei letzteren 
aber bedeutend gréBer war; die Zunahme des Stickstoffgehalts erreichte 
bei Lupinen 30°,, des Anfangsgehalts, bei Erbsen nur 5°, ; deswegen wurden 
die Grundversuche spater immer an Lupinen angestellt. 
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Bei diesen Versuchen, deren Ergebnisse in folgenden Tabellen 
mitgeteilt sind, priifte ich besonders die Wirkung der Kohlensaure 
und des Lichtes auf obengenannte Absorption, denn ich hatte bei 
einleitenden Versuchen festgestellt, daB einige wenig ibereinstimmende 
Resultate, die sonst unerklarlich waren, wahrscheinlich diesen Faktoren 
zuzuschreiben sind. 


Zusammenstellung der im Licht ausgefiihrten Versuche (mit CO,). N-Gehalt 
der in der Luft gekeimten Samen = 5,29°). 





Gasmischung bei Beginn | 


. Ge- = 
les Versuchs r . N-Zu- 
Dauer des nacccatllll kas ___|| keimte N : ‘ . 
Ceneutine he —~ ‘ co || Samen nahme Bemerkungen 
0 0 Pp 0 0 Vo % 0 0 
10 Tage’ 15 60 25 90 5.30 | 0.01 Geringer C O-Gehalt, niedriger 
Prozentsatz gekeimter Samen 
~~ 12,6 52,4 35 96 5,54 | 0,25 | Geringer CO-Gehalt 
ws 7,81 33 59,2 98 | 6,29 | 1,00 
. iia 15 60 D5 90 5.40 | 0.11 Niedriger Prozentsatz  ge- 
hs keimter Samen, wenig CO, 
i 98 37 53.2 100 6.53 | 1.24 | Hoher Prozentzatz gekeimter 
| Samen, wenig CO 
- a 8 32 60 96 7,09 | 1,80 | Hoher Prozentzatz CO 
2 7,8 30,6 61,6 | 76 6,17 | 0,88  Niedriger  Prozentsatz ge- 
, | keimter Samen 
2 ,. 13 49 38 96 5,8 0,52 | Wenig CO 
2 . || 10 40 50 96 6,20 | 0,91 
ws 13 52 35 96 5,73 0,44 | Wenig CO 
$4 8 32 60 100 7,13 1,84 | Hohe CO-Konzentration, hoher 


Prozentsatz gekeimter Samen 


Bemerkung: Der in dieser Zusammenstellung angegebene Gehalt 
ist immer nach der Ajeldahl-Methode ermittelt worden. 


Zusammenstellung der in Gegenwart von Kalilauge im Licht ausgefiihrten 
Versuche (N-Gehalt von in Luft gekeimten Samen = 5,29°%). 





Gasmischung zu Anfang 


r Ge- 77 
‘ : des Versuchs : . N-Zu- 
Dauer des _ email keimte N nahme Bemerkungen 
Versuchs Og N. co Samen 
%o 99 9 9/9 %o 0/9 


10 Tage 18 72 10 95 5,25 04 | Wenig CO 


0, 
O 8,2 | 32,8 59 96 | 6,29 | 1,00 | 
io 15 | 60 25 | 95 5,45 | 0,16 | Wenig CO 
Ib 8,2 | 32,8 59 98 6,78 | 1,49 
ee es 6 | 25 69 80 6,40 | 1,11 || Niedriger  Prozentsatz ge- 
keimter Samen 
21 7,6 | 304 62 88 6.59 | 1.30 | Niedriger Prozentsatz  ge- 
fe oat ting keimter Samen 
@ « 12 | 5O 38 100 6,01 | 0.72 | Wenig CO, hoher Prozentsatz 
: | | gekeimter Samen 
- ae 10 | 40 50 | 100 6,27 | 0,98 Hober Prozentsatz gekeimter 
‘ Samen 
6 8 i 60 | 100 7.47 | 1,88 | Hohe CO-Konzentration, hoher 
+g | i | Prozentsatz gekeimter Samen 
8 99 63 |= «688 6.33 | 1.04 | Niedriger Prozentsatz ge- 


| keimter Samen 
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Zusammenstellung der im Dunkeln ausgefiihrten Versuche. 





Kei- fe _Gasmischung || Ge- N-Ze- 
mungs- O» N- co. keimte ~ nahme Bemerkungen 
periode 9 0/5 oj, Samen , ” jo 
Musterver- | = ‘ Mittelwert der ce- 
i oF i 9 , ae a) ™ { Mittelwert der ge 
such 26 Tage 20 80 5,29 {| samten Versuche 
Ohne KOH 21, 7 | 30 | 68 88 | 5,18 0,11 
Mit KOH 21 , 9 | 35 | 56 || 100 | 5,82 | 0,08 ||{ Niedriger Prozenteats 


| gekeimter Samen 


Die unter luftgefiillter Glocke gekeimten Samen gaben zwischen 
dem 20. und dem 26. Tage einen Mittelprozentsatz an Stickstoff von 
5,29°,, und auf diesen Wert, der aus zahlreichen Versuchen gewonnen 
wurde, sind alle Zunahmen zu beziehen, die bei in Gegenwart von 
Kohlenoxyd gekeimten Samen beobachtet wurden. Aus den angefiihrten 
Daten ergibt sich, daB N-Absorption vorhanden ist und daB sie einen 
bedeutenden Wert erreicht, wenn das Kohlenoxyd eine héhere Kon- 
zentration als 25°, zeigt; sie erreicht ihren héchsten Wert, insofern 
man auch den Prozentsatz der gekeimten Samen in Betracht nimmt, 
wenn die Konzentration dieses Gases auf 60°, steigt. Man kann auch 
beobachten, daB diese N-Aufnahme bei Gegenwart von Kalilauge unter 
der Glocke, wodurch die entstandene Kohlensaéure entfernt wird, leicht 
giinstig beeinfluBt werden kann. Diese Stickstoffabsorption beginnt am 
10. Tage der Keimungsperiode und erreicht praktisch ihren Héhepunkt 
am 25. Tage. Es muB auch betont werden, daB die Stickstoffabsorption 
keinesfalls dem Bacillus radicicula zuzuschreiben war, da in keinem 
Falle eine Bildung von Tuberkeln an der Wurzel zu beobachten war; 
andererseits verlief bei Gegenwart einer gewissen Menge CO, obwohl 
der Prozentsatz an gekeimten Samen sich héher als normal erwies, 
der KeimungsprozeB doch sehr ilangsam, so daB 20 bis 30 Tage nach 
der Saat, nach einer Periode also, wo man die besten Ergebnisse be- 
ziiglich der Stickstoffaufnahme beobachten konnte, das Wiirzelchen 
gering entwickelt war (ungefahr ] cm). 

Die Versuche im Dunkeln erwiesen sich als nétig, da sich zeigte, 
daB in einigen wenig beleuchteten Glocken, auch bei hoher CO-Konzen- 
tration, eine geringe N-Aufnahme stattgefunden hatte. 

Um genauer zu priifen, ob diese Erscheinung an die Lebenstatigkeit 


gebunden ist, wiederholte ich die Versuche an Lupinenmeh!] mit derselben 
Vorsicht, um die Wirkung von Bakterien zu verhiiten. Wie man aus 
der folgenden Zusammenstellung ersehen kann, wurde keine N-Auf- 
nahme festgestellt. 

Man fiigte dem Mehl eine Mischung von in einer Atmosphire von 
Kohlenoxyd (bis 60°%,) gekeimten, mit Quarz und Kieselgur ver- 
riebenen Samen zu, um zu priifen, ob es Stickstoff absorbieren konnte 
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Zusammenstellung der an Mehl angestellten Versuche. 





Gasmischung zu Anfang des Versuchs 





Dauer des Versuchs ak * ea Np co x 
0 0 0 0 0 0 0 0 
26 Tage 20 80 — 5,29 
—_ 9 35 56 5,30 
= 12 45 40 5,28 
2 6 24,2 69,8 5,25 
_ 8 29 63 5,26 


oder, besser gesagt, ob man das entstandene Enzym in andere Umgebung 
versetzen kann. Diese Versuche fiihrten aber zu keinen positiven 
Ergebnissen. Aus den Beobachtungen: 1. daB die Stickstoffabsorption 
nie in den Samen vor sich geht, welche in luftgefiillten Glocken zum 
Keimen kommen; 2. daB an den Wiirzelchen nie eine Bildung von 
Tuberkeln zu beobachten war, und daB die gréBte Absorption einem 
Minimum von Wurzelentwicklung entspricht; 3. daB Mehl keinen 
Stickstoff aufnimmt, glaube ich ohne weiteres behaupten zu diirfen, 
daB die N-Aufnahme auf enzymatische Tatigkeit zuriickzufiihren ist. 
Dieser Vorgang findet wahrscheinlich immer statt, er wird aber von 
Kohlenoxyd geférdert, und dadurch fallt er stérker auf; dies darf 
nicht wundernehmen, wenn man sich an die Versuche von Padoa und 
Spada an keimenden Samen erinnert. Da8’ in unserem Falle dieses 
Gas die verschiedenen im keimenden Samen vor sich gehenden Prozesse 
in anderer Weise verandert, beweist ebenso die Tatsache, daB in seiner 
Gegenwart der Prozentsatz gekeimter Samen zunimmt, ebenso die 
geringe Entwicklung der Wiirzelchen. 

Es liegt also die Vermutung nahe, daB es eine spezifische Tatigkeit 
gibt, welche die Funktionen férdert, die die Bindung des elementaren 
Stickstoffs leiten; diese Funktionen kénnten vielleicht auch besonders 
durch die vom Bacillus radicicula ausgeschiedenen Stoffe, wie Franck 
und Stoklasa meinten (s. oben) oder durch die Elektrizitat, wie Berthelot 
nachwies (24) (1889), gesteigert werden. 

Da es méglich war, Citronenséuregérung durch Zufuhr kleiner 
Mengen fremder Stoffe (z.B. Cyanverbindungen) eintraglicher zu 
machen, so kénnten vielleicht in gleicher Weise die oben beschriebenen 
Erscheinungen groBe Bedeutung erlangen, wenn die Garungen, wobei 
Stickstoff aufgenommen wird, durch die Gegenwart von Kohlenoxyd 
und anderen Stoffen geleitet und geférdert werden kénnten. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde die Stickstoffaufnahme durch Lupinensamen gepritft, 
die in einer Kohlenoxyd enthaltenden Atmosphére zum Keimen ge- 
bracht wurden. 
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2. Es wurde festgestellt, daB diese Absorption dem Entwicklungs- 
prozeB des Samens, und nicht einer auBeren bakteriellen Tatigkeit 


zuzuschreiben ist. 

3. Man priifte den EinfluB, den die Konzentration der Kohlensaure, 
des Sauerstoffs und des Kohlenoxyds auf diese Absorption ausiibt. 

4. Man beobachtete, daB diese Erscheinung bei Mehl fehlt, daB 
sie also mit dem LebensprozeB des Samens verbunden ist. 

5. Man versuchte die eigenen Beobachtungen mit den von anderen 
Forschern festgestellten Tatsachen in Beziehung zu bringen, und man 
betonte die Bedeutung, welche vorliegende Untersuchungen erreichen 
k6nnen. 
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Die Wirkung des Jods auf Hefe. II. 


Von 
K. Scharrer und W. Schwartz. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut Weihenstephan der Technischen 
Hochschule Miinchen und dem Botanischen Institut der Technischen 
Hochschule Karlsruhe.) 


(Eingegangen am 16, Dezember 1931.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


In einer friiheren Mitteilung (1) haben wir iiber die Einwirkung von 
anorganisch gebundenem Jod auf die SproBtatigkeit einer untergérigen 
Bierhefe berichtet. Es hatte sich ergeben, daB geringe Jodmengen in Gestalt 
anorganischer Salze beim Zusatz zu der als Nahrlésung dienenden Wiirze 
beschleunigend auf die Vermehrung der Hefe wirken. Ein Anstieg der 
maximalen Hefeernte iiber die Werte der Kontrollreihe lieB sich jedoch 
im Gegensatz zu anderen Reizstoffen fiir Jod nicht nachweisen. Die Giftig- 
keit des Jods stand in Beziehung zu seiner chemischen Bindung. Nach 
zunehmender Giftigkeit geordnet, war die Anionenreihe J’ < JO, < JO’, 
festzustellen. In der Zwischenzeit haben K. Scharrer und G. Claus den 
EinfluB des Jods auf die Garkraft der Hefe untersucht (2). 

Wir haben unsere Versuche mit anorganischem, molekularem und 
organisch gebundenem Jod fortgesetzt und auBerdem die Frage nach 
dem Bestehen oder Fehlen einer auch in der Héhe der maximalen 
Ernte zum Ausdruck kommenden Stimulationswirkung weiterverfolgt. 
Von der in unserer ersten Mitteilung (1) beschriebenen Versuchs- 
methodik, die im wesentlichen auch hier angewandt wurde und auf 
die wir daher, um Wiederholungen zu vermeiden, verweisen, wichen 
wir nur insofern ab, als nach orientierenden Versuchen zur Ermittlung 
der in Frage kommenden Konzentrationsbereiche stets mit einzelnen 
Konzentrationen Reihenversuche mit 5 bis 7 Erntetagen durchgefiihrt 


* I. Mitteilung vgl. diese Zeitschr. 187, 159, 1927; zugleich 27. Mit- 
teilung zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. Hinsichtlich 26. Mit- 
teilung vgl. diese Zeitschr. 240, 441, 1931. 








ti 
di 
in 
ei 
Wl 


el 


ul 
fa 
nc 











K. Scharrer u. W. Schwartz: Wirkung des Jods auf Hefe. I1. 219 


wurden. Diese Versuchsanordnung, die wir friiher aus Mangel an 
Arbeitskraften und Material nur sehr beschrankt anwenden konnten, 
gibt einen wesentlich besseren Einblick in den Gang der Hefevermehrung. 
Wahrend die Kurvenbilder unserer friiheren Mitteilung (1), mit zwei 
Ausnahmen (Abb. 7 und 8), nur den Zustand der Kulturen an zwei 
mehr oder weniger willkirlich herausgegriffenen Erntetagen wieder- 
geben, kénnen wir jetzt den ganzen Verlauf der Hefevermehrung iiber- 
blicken. 


Il. Uber die Wirkung von Kaliumjodid und Natriumjodat. 


Bei Versuchen mit Kaliumjodid und Kaliumjodat hatte sich 
ergeben, daB die Kontrollkurven der Wiirze ohne Jodzusatz iiber den 
Kurven von Wiirze + Jodzusatz lagen oder von ihnen héchstens 
erreicht wurden. Wir haben diese Versuche mit Kaliumjodid und 
Natriumjodat nochmals in gréBerem AusmaB durchgefiihrt, weil uns 
das von anderen Reizstoffen abweichende Verhalten des Jods auf- 
fallig erschien, besonders, da J. E. Greaves, G. E.Zobell und J. D. 
Greaves (3)! und Kooijmans (3a) inzwischen positive Ergebnisse hatten. 
Sie arbeiteten allerdings mit einer synthetischen Nabrlésung und nahmen 
als MaBstab fiir die Jodwirkung nicht das Erntegewicht, das ja in 
synthetischen Medien meist gering bleibt, sondern die Zahl der ge- 
bildeten Zellen. Dabei ergab sich bei bestimmten Konzentrationen 
eine Erhéhung der maximalen Ernte iiber den Kontrollwert. 

Bei Kaliumjodid haben wir eine ahnliche Wirkung mit Konzentra- 
tionen von 0,0001 und 0,01°, erzielt (Abb. 1), bei Natriumjodat wich 
das Ergebnis der einzelnen Reihen voneinander ab. Wir erhielten z. B. 
in einem Falle (Abb. 2) eine Stimulation durch 0,01°, Jodzusatz, in 
einer anderen Reihe dagegen lagen auBerdem die Werte fiir 0,000005 
und 0,00005°, iiber der Kontrolle (Tabelle III). Auch bei zweimaliger 
Ernte am Tage gelang es in einigen Reihen nicht, in den Kontrollreihen 
héhere Maximalernten zu finden. Wie aus den Tabellen I bis II] im 
Anhang hervorgeht, stimmten die Ernten aus Parallelkélbchen im 
allgemeinen gut uberein. 

Diesen Versuchen stehen jedoch auch andere gegeniiber, bei denen 
eine Stimulation — wenigstens in diesem Sinne — fehlt. 

Vergleicht man die maximalen Ernten, die z. B. bei einem Versuch 
mit Kaliumjodid 0,1766g (Kontrolle), 0,1966g (bei 0,0001°, Jod) 
und 0,1896 g (be 0,01°, Jod) betrugen (Abb. 1 und Tabelle Ia), so 
fallt auBerdem auf, daB die Unterschiede ziemlich gering sind, was 
noch deutlicher wird, wenn man die mittleren Fehler der Mittelwerte 

1 Auf die wohl zu Unrecht vermuteten Beziehungen zwischen Jod 
und Bios gehen wir hier nicht ein, sondern verweisen auf die Kritik von 
Kooijmans (3a). 
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berechnet und die Differenzen zwischen den Mittelwerten mit der bei 
Pitter (4) angegebenen Forme] priift. 

Wir finden also, daB unter den von uns gewahliten Versuchs- 
bedingungen eine Erhéhung der Hefeernte iiber die Kontrolle vor- 
kommen kann, daB jedoch deren Erscheinung keine zu groBe Be- 
deutung beigelegt werden darf, da die Differenzen gering sind und die 
Jodwirkung nur bei einem Teil der Reihen vorhanden ist. Das gleiche 
gilt auch bei Verwendung von Jod in organischer Bindung. 

Ob die Versuchsreihe das eine oder andere Ergebnis bringt, mag 
von feineren Unterschieden in den Versuchsbedingungen abhangen, 
die wir zurzeit noch nicht tibersehen kénnen. 


Ill. Die Wirkung von molekularem Jod. 


Schon H. H. Meyer (5) betonte, daB das eigentlich Wirksame nicht 
ionales, sondern elementares Jod sei. Auch bei unseren Versuchen 
erwies sich das Jodmolekiil gegeniiber dem lon als wesentlich giftiger. 
AuBerdém verhinderten Fiallungserscheinungen in der Wiirze ein 
Erreichen der maximalen Konzentrationen. Molekulares Jod kam in 
wiasseriger oder alkoholischer Lésung zur Verwendung!. Der Alkohol- 
gehalt wurde durch einen Zusatz der jeweilig bei der Jodreihe verwendeten 
Menge Alkohol zu den Kontrollen ausgeglichen. 

Die wachstumsbeschleunigende Wirkung des elementaren Jods 
ist klar zu erkennen (Abb. 3 bis 5). Wiahrend jedoch z. B. bei Jod- 
kalium der optimale Bereich etwa bis 0,5°, Jod reichte, finden wir ihn 
hier ungefahr zwischen 0,00001 und 0,001 °,, in wasseriger und alkoholi- 
scher Jodlésung. Ein SchluBanstieg der Kurven (Abb. 4) ist bereits auf 
die beginnende Fallung der Wiirze zuriickzufithren, die etwa bei 0,001 °, 
einsetzt. Die beschleunigende Wirkung des Jodzusatzes ist besonders 
deutlich, wenn man in Abb. 3 (wasserige Jodlésung) und Abb. 5 (Jod- 
alkohol) die Ernten am zweiten Tage vergleicht. 


IV. Die Wirkung von organisch gebundenem Jod. 

Wir beschrankten uns auf einige Praparate, die naturgemaB wasser- 
léslich sein muBten und von denen bereits eine besondere Wirkung auf 
den menschlichen Organismus bekannt ist, nimlich auf Alival, Jod- 
athylthiosinamin, Yatren, Uroselektan. Konstitution und Jodgehalt 
dieser Kérper gehen aus nachstehender Ubersicht hervor. 


' Bekanntlich haben neuere Forschungen ergeben, da8 Jod in sauerstoff- 
haltigen Lésungsmitteln, in denen es sich mit brauner Farbe lést, lockere 
Anlagerungspunkte mit dem Sauerstoff bildet. Die Bezeichnung ,,elemen- 
tares bzw. molekulares oder freies Jod** ist daher unter dieser Ein- 
schrankung zu verstehen, der iibrigens biochemisch wohl weiter keine 
Bedeutung zukommt. 
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Alival. Jodathylthiosinamin. 
Jodgehalt : 62.84 °/,. Jod-2-Propylen. Jodgehalt: — 47,0°,. Jod-Athyl- 
glykol. CH,J~CHOH-CH,OH.  -SIlylthioharnstoff, © CH,J —CH, 

. NH —CS— NH—C,H;s. 

Yatren. 
Jodgehalt: 35,7°,. Unser Praparat Uroselektan (6). 
enthielt 22°% NaHCO,. wodurch Jodgehalt: 42,18 °%. 
sich der Jodgehalt auf 27,84°, ver- 
nundert. 5-Jod-2-pyridon-N-essigsaures 
7-Jod-8-Oxychinolin-5-sulfosaure. Natrium. 

SO,H 


0 
OH N N.CH,COONa 


Bei Versuchen mit organisch gebundenem Jod ist zu beachten, 
daB durch die Einfthrung des organischen Restes in die Nabrlésung 
ein neuer Faktor auftritt, dessen EinfluB sich nur schwer abschatzen 
laBt. Zwar kommt eine Verwertung als Nihrstoff kaum in Frage, 
dagegen kénnte die Vermehrung der Hefe durch Giftwirkung oder 
Stimulation allein schon durch den Kérper, an den das Jod gebunden 
ist, beeinfluBt werden, so da8 schlieBlich nur eine Jodwirkung vor- 
getauscht wird. Es war daher notwendig, neben dem jodhaltigen auch 
das entsprechende jodfreie Praparat zu prifen und mit der reinen 
Wiirze zu vergleichen. Solche jodfreie Parallelpraparate standen uns 
fiir Uroselektan und Yatren zur Verfiigung. 

Im einzelnen hat sich bei den gepriiften Verbindungen folgendes 
ergeben: 

a) Alival. In einem orientierenden Versuch wurde der Bereich bis zu 
15%, Jod gepriift. Oberhalb 0,25°, sanken die Erntewerte infolge Cift- 
wirkung sehr stark (Tabelle VIII). Eine merkliche Ernteerhéhung zeigte 
sich nur in der niedrigsten darauf gepriiften Konzentration von 0,000001 ° 
Bei 0,0001°%  unterschied sich der Kurvenverlauf kaum noch von der 
Kontrolle; bei 0,25°, lag die ganze Kurve wesentlich tiefer (Abb. 6 und 
Tabelle IX). 

b) Joddthylthiosinamin. Die Giftwirkung setzte oberhalb 0,5 Jod 
mit einem plétzlichen Absturz der Erntewerte ein (Tabelle Xa).  Sechs 
Konzentrationen priiften wir in einem Reihenversuch an sieben Erntetagen. 
Der Kurvenverlauf! war wenig iibersichtlich. Die Kurven lagen keineswegs 
in der Reihenfolge des Jodgehalts tibereinander. Die maximalen Ernten 
wurden meist am zweiten oder dritten Tage erzielt, nur bei 0,0005°,, fielen 
sie auf den fiinften Tag. Den héchsten Punkt der Kontrollkurve erreichten 
die beiden niedrigsten Konzentrationen von 0,000005 und 0,00005° 
Das wahre Maximum der 0,000005 °..-Kurve diirfte jedoch der Feststellung 
entgangen sein. 


1 Aus Griinden der Raumersparnis waren wir leider nicht in der Lage, 
alle einschlagigen Kurven hier wiederzugeben. 
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c) Yatren. Hier stand uns die 8-Oxychinolin-5-Sulfoséure als Ver- 
gleichspraparat zur Verfiigung. Die Giftwirkung war beim Yatren starker. 
Konzentrationen von 0,025°,, Jod lieBen erst nach 5 Tagen eine kraftigere 
Vermehrung aufkommen, wahrend bei dem jodfreien Praparat noch bei 
0,05 °%, das Wachstum normal war (Tabelle XI). Bei beiden Priparaten 
wird durch Konzentrationen von 0,000005 und 0,0005° die Vermehrung 
der Hefe schwach angeregt. Es schien zuerst, daB bei dem jodfreien Praparat 
der Unterschied gegeniiber reiner Wiirze starker ist; bei mehrfacher Wieder- 
holung der Versuche lieB sich auch mit Yatren eine entsprechende Wirkung 
erzielen (Tabelle XIV). 

d) Uroselektan. Uroselektan sowie die entsprechende jodfreie Pyridon- 
N-Essigsiture hat uns Herr Prof. Dr. A. Binz-Berlin in liebenswiirdiger 
Weise zur Verfiigung gestellt. dem hierfiir auch noch an dieser Stelle er- 
gebenster Dank ausgesprochen sei. In dem gesamten untersuchten Bereich (bis 
0,1°,) lagen die Kurven' im aufsteigenden Ast ziemlich dicht bei der 
Kontrollkurve, nur die 0,01°,-Kurve war im weiteren Verlauf deutlich 
erhéht (Tabelle XV). Bei Uroselektan ergab sich eine vielfache Uber- 
kreuzung der einzelnen Kurven. Auch hier lagen die Maxima dicht bei- 
einander, wahrend der Verlauf im einzelnen wesentlich unregelmaBiger 
war. Ein Teil der Kurven hatte neben dem Hauptmaximum am zweiten 
oder dritten Tage ein zweites schwiacheres Maximum am sechsten oder 
siebenten Tag (Tabelle XVI). 

In beiden Reihen ist in mehreren Fallen, darunter auch bei den Kon- 
trollen, der eigentliche Hé6hepunkt der Kurve der Feststellung entgangen, 
so daB der EinfluB der Praiparate auf die Erntehéhe vermutlich geringer ist, 
als es den Anschein hat. 

VY. Diskussion der Ergebnisse und Zusammenfassung. 
Tabellen und Abbildungen. 
y . * . . o . 

Uberblickt man simtliche Reihen, so fallt vor allem die schwere 
Reproduzierbarkeit auf. Zwar liegen die Grenzen der Giftwirkung 
bei derselben Substanz stets bei annéhernd denselben Konzentrationen. 
Doch zeigt der Kurvenverlauf unabhangig von Art und Menge der 
Zusatze starke Verschiedenheiten, die um so auffalliger sind, als mit 
einer Reinkultur gearbeitet wurde. Die Kurven steigen entweder 
rasch bis zu einem meist am zweiten oder dritten Tage liegenden Maximum 
an und fallen dann allmahlich ab, oder es folgt ein zweites niedrigeres 
Maximum am sechsten oder siebenten Tage. Beide Typen waren uns 
schon friiher aufgefallen. Sie lassen eine Beziehung zu bestimmten 
AuBenbedingungen nicht erkennen. Diese Erscheinung, die unabhangig 
von den Zusatzen zur Wiirze auftritt und auf allgemeinerer Basis beruht, 
erfordert eine gesonderte Untersuchung, die der eine von uns (Schwartz) 
im Karlsruher Institut ausfiihren laBt. 

Die anregende Wirkung gewisser Jodkonzentrationen zeigt sich 
in verschiedener Weise. In einem Falle findet sich nur eine zeitliche 
Verschiebung: die maximale Ernte wird friiher als bei der Kontrolle 


+ Aus Griinden der Raumersparnis waren wir leider nicht in der Lage, 
alle einschligigen Kurven hier wiederzugeben. 
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erreicht. Im anderen Falle liegen der Héhepunkt oder ganze Abschnitte 
der Jodkurve iiber der Kontrollkurve. Ebenso tritt auch die Gift- 
wirkung in einer Verzégerung des Wachstums und in einer Herab- 
setzung der Ernten auf. Beide Erscheinungen sind bei Stimulation 
und Hemmung nicht fiir eine bestimmte Jodverbindung charakteristisch, 
sondern wechseln je nach der Jodkonzentration. 

Man sollte erwarten, daB zwischen der Héhe der Maximalernte 
und der Héhe der Jodkonzentration eine einfache Beziehung in der 
Weise besteht, daB oberhalb einer optimalen Jodkonzentration die 
Ernten mit steigendem Jodgehalt allmahlich immer mehr abnehmen. 
Diese Reihenfolge wird indessen haufig gestért, wie besonders die Ta- 
bellen Xb (Jodathylthiosinamin) und XVI (Uroselektan) zeigen. Auch 
hier wechselt indessen das Bild in verschiedenen Reihen ein und der- 
selben Substanz, so daB wir kaum berechtigt sind, auf eine Periodizitat 
der Jodwirkung in Abhangigkeit von der Konzentration zu schlieBen. 

Im einzelnen lassen sich unsere Ergebnisse folgendermaBen kurz 
zusammenfassen : 

1. Neben der bereits bekannten Beschleunigung des Wachstums 
bewirkte unter bestimmten, noch nicht naher bekannten Bedingungen 
Jod in Form von Jodid- und Jodation eine erhéhte Sprobtatigkeit 
der Hefe. Sie zeigt sich darin, daB das Maximum und ein kleinerer 
oder gréBerer Abschnitt der Vermehrungskurve tiber der Kontroll- 
kurve liegen. Die gleiche Erscheinung trat in einigen Fallen auch bei 
organisch gebundenem Jod auf. 

2. Molekulares Jod, als wasserige und alkoholische Jodlésung 
gegeben, war wesentlich giftiger als das Jodion. Die wachstums- 
beschleunigende Wirkung des elementaren Jods ist jedoch bei den 
niedrigeren Gaben klar zu erkennen. 

3. Bei Uroselektan und Yatren werden Reizwirkungen schon 
durch die organischen K6rper ausgelést, an die das Jod gebunden ist. 
Durch den Eintritt des Jods in das Molekiil wird die Reizwirkung etwas 
verstarkt und die Giftigkeit des Priparats erhdht. 

4. Bei Alival zeigte sich eine Ernteerhéhung nur in der niedrigsten 
darauf gepriiften Konzentration von 0,000001°, Jod.  Deutliche 
Giftwirkung setzte bei 0,25°,, Jod ein. 

5. Jodathylthiosinamin ergab in der Konzentration von 0,0000 
und 0,000005°%, Jod eine geringe Ernteerhéhung. Giftwirkung trat 
bei 0,0005°,, Jod mit einem starken Absturz der Erntewerte ein. 

6. Im allgemeinen ist zu sagen, daB bei den gewahlten Versuchs- 
bedingungen eine Erhéhung der Hefeernte tiber die Kontrolle manchma! 
auftritt. Dieser Erscheinung darf aber keine zu groBe Bedeutung 


=0/ 
oo 


beigelegt werden, da die Differenzen gering sind und die Jodwirkung 
nur bei einem Teil der Reihen vorhanden ist. 
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Tabelle Ia. 
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(Vgl. Abb. 1). 


KJ (Versuch 17). 


schen Gewicht 1,0273/15° C. 


50 cem Wiirze vom spezifi- 





Konzentration 


g Hefe 


2.Tag 8" 2. Tag 18" 3. Tag 8" 3. Tag 18" 4. Tag 8" | 5. Tag 8b 











0/5 J 
Kontrolle 0,1346 0,1470 0,1715 0,1824 0,1691 0,1589 
0,1403 0,1862 0,1740 0,1708 0,1506 0,1523 
0,000 1 0,1172 0,1799 0,1875 0,1916 0,1729 0,1618 
0,1514 0,1917 0,1868 0,2017 0,1737 0.1731 
0,01 0,1357 0,1924 0,2098 0,1979 0,1734 0,1468 
0,1530 0,1630 0.1848 0,1814 0.1623 0,1532 
3,0 0,1037 0,1320 0,1586 0,1587 0,1588 0.1374 
0,1272 0,1339 0,1588 0,1445 0,1437 0,1421 
200 - | 
hid 
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Tabelle Ib. KJ (Versuch 1). 50cem Wiirze vom spezifischen Gewicht 


1,0275/15°C. Extraktgehalt 9,89 °%. 





Konzentration be wena ad - - ke ae 

Vio J 2. Tag 3. Tag 4. Tag 5. Tag 
Kontrolle 0,1386 0,1396 0,1495 0,1408 
— 0,1518 0,1664 0.1341 
0,000 1 0,1503 0,1794 0,1579 0,1342 
0,1389 0,1582 0,1650 0,1482 
0,1 0,1436 0,1308 0.1586 0,1450 
0,1485 0.1258 0.1734 0,1569 
3,0 0,1284 0,1743 0.1433 0,1205 
0,1063 0.1796 0,1429 0.1223 
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Bior 
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Tabelle II. (Vgl. Abb. 2). NaJO, (Versuch 18). 50 com Wiirze vom spezifi- 
schen Gewicht 1,0299/15° C. 





Konzentration g Hefe 

%iod 2.Tag 8" 2. Tag 18" 3. Tag 8" 3. Tag 18" 4. Tag 8° 5. Tag 8” 
Kontrolle 0,1413 0,1808 0.1784 0.1406 0.1601 0.1687 
0,1588 01658 0,1770 0.1652 0,1721 0.1550 

0,000 05 0,1540 0.1731 0,1627 0,1601 0.1540 0.1439 
0.1585 O1777 01412 0.1679 0,1666 0.1498 

0,0005 0.1337 | 0.1669 0.1532 01698 0.1397 0.1698 
0,1440 0,1571 0.1484 0.1316 0,1468 0,1327 

0,01 0,1355 0,1823 0,1825 0.1592 0.1645 0.1563 


0,1149 0,1937 0,1784 0,1542 0,1678 0,1603 


200 
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Tabelle III. NaJO, (Versuch 2). 50 cem Wiirze vom spezifischen Gewicht 
1,0272/15°C. Extraktgehalt 9,96 %. 





Konzentration 2 g Hefe 
0,J 2. Tag 3. Tag 4. Tag 5. Tag 
Kontrolle ' 0.1492 0,1565 0.1533 0,1483 
0.1621 0.1649 0.1694 0,1445 
0.000005 0,1666 0,1738 0.1676 0.1379 
0,1721 0.1615 0,1642 0.1545 
0,00005 0.1671 0.1675 0,1672 0.1537 
0,1888 0,1648 0.1577 0,1555 
0,01 0,1591 0.1833 0,1781 0,1589 
0,1721 0.1930 0.1704 0,1568 
Biochemische Zeitschrift Band 245. 15 
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Tabelle IV. 
Jod in wasseriger Losung. (Versuch 25). 50 cem Wiirze vom spezifischen 
Gewicht 1,0282/15°C. 











Kongen- g Hefe Konzen- g Hefe 

tration —_— — tration piepensinnsuninineptiaieeatapisinieminicinanpemannts 
9/9 J A. 3 Tage B. 5 Tage % J A. 3 Tage B. 5 Tage 
Kontrolle (), 1885 0,1803 0,000.05 02034 0.1744 
0,1969 0,1860 0,2100 0,1763 

0,000001 0,2079 0,1835 0,000 1 0,1981 0.1784 
0,1919 0,1865 0,2082 0,1727 

0,000.005 0,2042 0,1753 0,0005 0,2338 0,1865 
0,2181 0,1856 0,1986 0,1752 

0,000 01 0,2087 0,1754 0,001 0,2112 0,1852 
0,2033 0,1855 0.2180 0,1898 


Tabelle Va. 
(Vgl. Abb. 3.) Jod in wiasseriger Lésung (Versuch 30). 50 cem Wiirze 
vom spezifischen Gewicht 1,0271/15° C. 














Konzentration g Hefe in Mittelwerten nach 
%o J 2 Tagen | 4 Tagen iF 5 Tagen 6 Tagen Ty q Tagen Ke 11 Tagen 
Kontrolle 0,1949 0,2112 0,1582 0,1711 0,1761 0.1631 
0,000 005 0,1865 0,2068 0,1604 0,1712 0.1711 0,1584 
0,000 01 0,2097 0,2062 0,1586 0,1698 0,1626 0,1556 
0,0005 0,2161 0.1927 0,1665 0,1789 0,1781 0.1674 
7 | 1 } | 
| Pot. a 
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Abb. 3. 


Jod in wasseriger Lisung (Versuch 30). 
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Tabelle Vb. Jod in wasseriger Lésung. (Versuch 36.) 50 ccm Wiirze vom 








spezifischen Gewicht 1,0267/15° C. 
g Hefe 
Konzentration ae 
A. Nach 2 Tagen B. Nach 3 Tagen 
oj, J Mittelwerte Mittelwerte 
Kontrolle 0,1455 0.1682 
0,00001 0,1698 0,1682 
0.00005 0,1718 0,1743 
0,000 1 0,1466 0,1910 
0,001 0,1461 0,1871 
0,01 0,1589 0,1834 
Tabelle VI. (Vgl. Abb. 4.) Jod in alkoholischer Lésung (Versuch 26). 
50 ccm Wiirze vom spezifischen Gewicht 1,0253/15° C. 


























g Hefe 
oad *io J A. Nach 3 Tagen B. Nach 5 Tage 
Mittelwerte Mittelwerte 
0 Kontrolle 0,1778 0.1652 
2 0.000005 0,1732 O,1816 
4 0,000 05 0,1738 0,1558 
6 0.0005 0,1503 0,1534 
7 0,001 0,1510 0,1649 
9 0,005 0,1711 0,1603 
10 0.01 0,1784 0,1673 
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Tabelle VII. (Vgl. Abb. 5.) Jod in alkoholischer Lésung (Versuch 32). 
50 cem Wiirze vom spezifischen Gewicht 1,0195/15° C. 





Konzentration g Hefe in Mittelwerten nach 


0/9 J 1 Tag 2 Tagen | 4 Tagen 5 Tagen 6 Tagen 7 Tagen | 8 Tagen | 9 Tagen 


Kontrolle 0,0976 q 3 0.2167 0.1912 01686 0.1649 0,1556 0,1428 
0.00005 0,0912 0,2 0.2142 0,2044 0.1846 0,1523 > 0.1483 
0,000 1 0.1071 O,1986 0,2123 0.2069 0,1754 0,1534 | 0, 0.1355 
0,001 0,0884 .2023 0.2120 0,2012 0.1854 0,1668 : 2 01419 


Trochengewicti 


Abb. 5. 
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Tabelle VIII. 
Alival (Versuch 20). 50 cem Wiirze vom spezifischen Gewicht 1,0279/15° C. 





, g Hefe i , g Hefe 
Konzentration |_—_____________| Konzentration ———_________ - 

A. Nach B. Nach A. Nach B. Nach 
05 J 3 Tagen 5 Tagen Oo J 3 Tagen 5 Tagen 


Kontrolle || 0,1671 0,1630 | 0,1838 0,1751 
0,000001 || 0,174 0,1739 05 || -0,1883 0,1683 
0,00001 | 0,1791 0,1656 0.1744 0,1665 
0,0001 || 0,1980 0,1469 | 0.1931 0,1781 
0,001 | * 0.1839 0,1635 r — 0,1520 0,1289 
0,005 | 0.1848 0,1688 0,0804 0,0796 
0,01 | 0,2025 0,1811 0,0445 0,0515 
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Tabelle IX. 


(Vgl. Abb. 6.) Alival (Versuch 27). 50 cem Wiirze mit spezifischem Gewicht 
1,0266/15° C. 





Konzentration g Hefe in Mittelwerten nach ’ 


9 J 2 Tagen 3 Tagen 4 Tagen 6 Tagen 7 Tagen 8 Tagen 


Kontrolle 0.1655 0.1409 0.1241 0,1329 0,1462 0,1362 
0,000001 0,1791 0,1558 0,1351 0,1260 0,1448 0,1376 
0,000 1 0,1654 0,1437 0,1227 0,1386 - 0,1215 
0,25 0,1404 0.1156 0.1146 0,1072 01298 0.1244 


pu-Werte. 





Konzentration 


3 Nach 3 Tagen Nach 8 Tagen 


Kontrolle 4,2 4,2 
0.000001 4.1 4,3 
0,000 1 41 43 
0,25 4.1 43 








Abb. 6. 


Alival (Versuch 27). 
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Tabelle Xa. 
Jodathylthiosinamin (Versuch 32). 50 ccm Wiirze vom spezifischen 
Gewicht 1,0264/15° C. 





Konzentration g Hefe in Mittelwerten nach 


0/9 J 3 Tagen 5 Tagen 


Kontrolle 0.1673 0.1622 
0,000 001 0,1682 0,1499 
0,000 005 0,1840 0,1750 
0,000 01 0,1904 0.1715 
0,000 05 0.2122 0.1652 
0,000 1 0,1442 0,1737 
0,000 5 0,1905 0,1669 
0,001 0,1666 0,1678 
0,005 0,2006 0,1744 
0,01 0.1791 0,1647 
0,05 0,1919 0,1735 
0,1 0,1958 0,1706 
0,25 0,2041 0,1778 
05 0.1875 0.1895 
1,0 0,0234 0.1467 


Tabelle Xb. 


Jodathylthiosinamin (Versuch 33). 50 cem Wiirze vom spezifischen 
Gewicht 1,0268/15° C. 





Konzentration g Hefe in Mittelwerten nach 


0/5 J 1 Tag 2 Tagen | 3 Tagen 5 Tagen 6 Tagen 7 Tagen 9 Tagen 


Kontrolle 0,0925 | 02153 01906 0.1734 01636 01568 0.1467 
0,000 005 | 0,0937 | 0.2169 0.2173 01836 0.1729 0.1543 | 0.1490 
0.000 05 0,0908 0,177 02131 0,1896 0.1503 0.1537 | 0.1510 
0,000 5 0,0313 | 0,0529 0,13857 0.1600 01499 0.1472 | 0.1430 
0,005 0,0731  0,2008 0.1959 0.1552 01515 0.1519 | 0.1423 
0.05 0,0659 0,1956 0.1373 0.1430 0.1460 0.1393 | 0.1466 
0.5 0,0093 0,0760 0.1783 0.1726 0,1623 0.1587 | 0.1422 


pu-Werte. 





Versuchs- Nach Nach Zu Versuchs- Nach 
beginn 5 Tagen 9 Tagen beginn 9 Tagen 


5,2! 417 4,50 5,16 4,50 
5, 4,09 4,48 5,16 4,48 
4,28 4,47 5,21 4,52 
4,19 4,50 
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Tabelle XI. Yatren und Parallelreihe (Versuch 21). 50 cem Wiirze vom 
spezifischen Gewicht 1,0268/15°C. 





ro a I. Yatren II. 8-Oxychinolin-5-Sulfosiure * 
Konzentration g Hefe in Mittelwerten g Hefe in Mittelwerten 


0, J A. 3 Tagen B. 5 Tagen A. 3 Tagen B. 5 Tagen 


Kontrolle 0,1629 0,1478 0,1773 0,1621 
0,000 001 0,1678 0.1511 0,1569 0,1505 
0,000 005 0,1607 0,1423 0,1626 0,1527 
0,00005 0,1647 0,1526 0,1706 0,1534 
0,0005 0,1638 0,1526 0,1637 0,1508 
0,002 0,1585 0,1625 0,1567 0,1508 
0,01 0,1762 0,1520 0,1920 0,1573 
0,025 0,1108 0,1590 0,1688 0,1569 
0,05 Kein Wachstum o 0,1757 0,1590 
* Die 8-Oxychinolin-5-Sulfosiure ist die jodfreie Parallelsubstanz zum Yatren. .°/9 J* 
bedeutet hier: Die in der Yatrenreihe der jeweilig angegebenen Jodkonzentration entsprechende 
Menge Yatren wurde bei dieser Reihe in Form der entsprechenden Menge Oxychinolinsulfo- 
siure gegeben. 
pu-Werte. 





Konzentration Bei Versuchs- 
o%, J beginn 


Kontrolle 5.53 
0,000 05 5,37 
0,025 4.67 


Tabelle XII. 


Yatren (Versuch 29). 50 ccm Wiirze vom spezifischen Gewicht 1,0269/15° C. 





Konzen- g Hefe in Mittelwerten nach Pu nach 
tration aneninpecintanatianneenaipneibianas tela cok <6 a 


oj, J 2 Tagen 3 Tagen 5 Tagen 6 Tagen 8 Tagen 9 Tagen 5 Tagen 8 Tagen 


Kontrolle | 0,2098 0.1899 0.1786 0.1725 0.1692 0,165 | ae 


( 


0,000005 | 0,2140 02013 0,172 0.1749 0.1715 0,1603| 5 yA 


0.0005 | 0.2085 01973 01790 0.1735 0.1698 0,1639 | > 


9 
1 


Tabelle XIII. 8-Oxychinolin-5-Sulfosiure (Parallelpraparat zum Yatren) 
(Versuch 29b). 50cem Wiirze vom spezifischen Gewicht 1.0269/15°C. 





Konzen- g Hefe in Mittelwerten nach Py nach 
tration spediiaane 


ele J* 2 Tagen 3 Tagen 5 Tagen 6 Tagen 8 Tagen | 9 Tagen 5 Tagen 8 Tagen 


Kontrolle 0,1828 0.1911 0,1588 0.1679 0,1730 0.1641 | = 


4,41 
4,39 


4,44 
4,34 


0,000005 0,1990 0.1975 | 0.1621 0,1767 0.1693 0.1695 


0,0005 0,1767 0.2041 0,1796 0.1841 01712 0.1769 | 
* Vgl. FuBnote zu Tabelle XI. 
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Tabelle XIV. 


Yatren (Versuch 28). 50 cem Wiirze vom spezifischen Gewicht 1,0273/15°C. 








Konzentration 
0/9 J 2 Tagen | 3 Tagen | 5 Tagen 
Kontrolle 0,1678 0,1570 0,1125 
0,000 005 0,1931 0,1645 0,1122 
0,000 05 0,1742 0,1618 0,1167 
0,01 0,1810 0,1715 0,1191 


Tabelle XV. 


Pyridon-N-Essigséure (Versuch 35). 


g Hefe in Mittelwerten nach 


6 Tagen 


0,1047 
0,1083 
0.1090 
0,1064 


0,0955 
0,0913 
0.0942 


0,0927 


7 Tagen 10 Tagen 


0,0860 
0,0780 
0,0874 
0,0839 


50 cem Wiirze vom spezifischen 
Gewicht 1,0208/15° C. 





Konzentration 


0/0 J* 1 Tag 2 Tagen 3 Tagen 


Kontrolle 0.0817 00,1981 0,1971 
0,000 001 0.0954 0.2163 0,1946 


0,000 01 0,0925 0,2181 | 0,1976 
0,000 1 0,0944 0.2128 | 0,1939 
0,001 0,0872 | 0,2130 | 0,2006 
0,01 0,0945  0,2098 | 0,2131 
0.1 0,0763 0,1808 | 0,1989 


* Die Pyridon-N-Essigsiure ist die jodfreie Parallelsubstanz des Uroselektans. .° 


5 Tagen 


0,1759 
0,1741 
0,1773 
0,1750 
0,1970 
0,1866 
0,1690 


g Hefe in Mittelwerten nach 


7 Tagen 


0,1639 
0,1671 
0.1691 
0,1652 
0,1729 
0,1784 
0,1498 


8 Tagen 9% Tagen 


0,1633 0.1600 
0.1661 0,1659 
0,1644 | 0,1638 
0,1670 | 0,1606 
0,1682 | 0,1737 


0,1772 


0,1552 


0,1569 | 0,1618 


hat hier zu bedeuten: Die in der Uroselektanreihe (Tabelle XVI) der jeweilig angegebenen 
Jodkonzentration entsprechende Menge Uroselektan wurde bei dieser Reihe in Form der ent- 


sprechenden’ Menge Pyridon-N-Essigsiure gegeben 


pu-Werte. 











Zu Versuchsbeginn Nach 3 Tagen 


5,90 4,61 
5,86 4,71 
5,86 4,71 
5,86 4,64 
5,84 4.67 
5,71 4,28 
4,47 3,92 


Nach 5 Tagen 


4,52 
4,40 
4.40 
4,42 
4,47 
4,42 
3,73 


Nach 9 Tagen 


4,43 
4,45 
4.50 
4,43 
4,42 
4,42 
3,80 








jin tian. di. 
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Tabelle XVI. 


Uroselektan (Versuch 34). 50 ccm Wiirze vom spezifischen Gewicht 





1,0164/15° C. 
Konzentration g Hefe in Mittelwerten nach 

oJ 1 Tag [2 Tagen |$ Tagen |6 Tagen |6 Tagen|7 Tagen |9Tagen| / 
Kontrolle 0,0957 0,1964 | 0,1969 0,1668 | 0,1598 0,1662 0.1477 5,77 
0,000001 00,0990 0,1040 | 0,1701  0,1266 | 01263 0.1277 0.1402 5,75 
0,00001 0,0980 | 0,2114 | 0,2047 | 0.1670 | 0,1623 | 0.1610 | 0.1513 5,75 
0,000 1 0,1022 0,2113 | 0,1952 | 0,1713 | 0.1846 0,1614 0.1541 5,87 
0,001 0,0821 0,2067 0,1846 0,1594 | 0,1748 0.1625  0,1466 = 5,75 
0,01 0,0742 0,1665 0,1801 0,1456 | 0.1235 0,1629  0,1393 5,68 
0,1 0,0860 01966 | 01977  0,1532 | 0.1411 01521 0,1525 5,75 
1,0 0,0688 0,1984 | 0,2073 , 0,1695 | 0,1420 0,1330 0,1301 5,90 


VI. Literatur. 
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— 5) K. Spiro, Ergebn. d. Physiol. 24, 504, 1925. — 6) Vgl. A. Binz, C. Rath 
u. A. v. Lichtenberg, Zeitschr. f. angew. Chem. 48, 452, 1930. 

















Hypophysenvorderlappenhormon 
und Mg-, Ca- und P-Gehalt des Blutes. 


Von 
Letterio Cannavé. 


(Aus der Medizinischen Universitatsklinik, Palermo.) 


(Eingegangen am 17. Dezember 1931.) 


Die in den letzten Jahren ausgefiihrten Untersuchungen haben 
unsere Kenntnisse ber die Hypophysenfunktionen véllig umgewandelt, 
indem sie die Vielheit und den Reichtum an Hormonen der Hypophyse 
nachwiesen. 


Bei Vornahme einer ersten Fraktionierung des Pituitrins ist man dazu 
gekommen, einen Hormonkomplex des Hypophysenvorderlappens zu 
isolieren, eine Substanz, welcher Zondek den Namen ,,Prolan‘’ gegeben 
hat, Falta den Namen ,,Praehormon“. Sie hat die oxytoxischen, ekbolischen 
und hypertensiven Eigenschaften des alten Pituitrins eingebiiBt, besitzt aber 
umgekehrt einen bedeutsamen Einflu8 auf das Wachstum, den Stoffwechsel 
und den Sexualzyklus, besonders den weiblichen. Weitere Forschungen, 
wie sie von Zondek und anderen Verfassern ausgefiihrt worden sind, zeigten, 
da8 Prolan, weit davon entfernt, ein einheitliches Hormon zu sein, als eine 
Mischung von Stoffen angesehen werden mu, welche Hormonwirkung 
besitzen, Wobei es méglich ist, ein Prolan A mit Wirkung auf die Aktivitat 
der Follikel und ein Prolan B mit Wirkung auf das Corpus luteum zu unter- 
scheiden. Hvans unterschied dabei sogar vier Hormone: 

1. ein Wachstumshormon; 2. ein Hormon, welches die Follikelreifung 
fordert (Zondeksches Prolan A); 3. ein Hormon, welches die Luteinisierung 
des Ovars bedingt und die Follikelreifung hemmt (Zondeksches Prolan B); 
4. ein Stoffwechselhormon. 

Fast alle bisher iiber die Hormone der vorderen Hypophyse ausgefiihrten 
Studien richteten sich darauf, den Einflu8 zu erkennen, welchen diese 
Hormongruppe auf das Wachstum (Zondek und Mitarbeiter, Hvans und 
Simpson, Philipp, Novak und Kun usw.) und auf den Sexualzyklus (Evans 
und Simpson, Zondek, Aschheim, Engle, Smith, Steinach, Hohlweg und 
Dohrn usw.) ausiibt. Die wichtigsten Untersuchungen von Falta und seinen 
Mitarbeitern und von Houssay haben dann die Wirkung auf den allgemeinen 
Stoffwechsel und auf den Stoffwechsel der Kohlenhydrate aufgewiesen. 
In unserer Klinik ist die Wirkung des hormonalen Komplexes des Hypo- 
physenvorderlappens auf den Salzstoffwechsel untersucht worden. 
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In der vorliegenden Mitteilung berichten wir tber den Einflub 
des Prolans auf den Gehalt des Blutserums an Ca, P und Mg. 

Fiir die Bestimmung des Blut-Ca bedienten wir uns der Methode 
von De Waard, fiir diejenige des Mg der titrimetrischen Methode von 
Kallinikova, fix die des anorganischen P unserer eigenen Methode 
(Cannavé, diese Zeitschr. 237, 136, 1931). 

Das Prolan ist in allen Fallen auf subcutanem Wege dargereicht 
worden. 

Versuche am Menschen. 

In keinem der Fille waren irgendwelche Stérungen zu beobachten. 
Der Gehalt des Serums an Ca und P blieb in jedem Falle unverandert. 
Das Mg hingegen zeigte eine progressive Zunahme bis etwa zur Ver- 
dreifachung seines Anfangsgehaltes. Im Siéure-Basenhaushalt wurden 
merkliche Modifikationen nicht beobachtet. 


Versuche an Hunden. 


Bei normalen Hunden ruft die Prolaninjektion einen merklichen 
Zuwachs der Magnesiamie hervor und einen minder intensiven der 
Phosphatimie. Diese Veranderungen lassen sich bereits 12 Stunden 
nach der ersten Injektion von 50 Einheiten erheben. 

Von vier jungen Hunden desselben Wurfes wurden bei zweien 
taglich intramuskulare Injektionen von 100 Prolaneinheiten gemacht. 
Das Blut-Ca zeigte keine deutlichen Veranderungen, wahrend das 
Mg von 2,59 mg-% in Fall i und 2,38 mg-% in Fall 2 in 15 Tagen 
auf 6,59 bzw. 5,80 mg-°, anstieg. Sowohl bei Hund Nr. 3, der als 
Kontrolle diente, wie bei Nr. 4, wo Hypophysenhinterlappensubstanz- 
(Tonephin-) Injektionen gemacht wurden, beobachtete man _ keine 
deutlichen Verinderungen des Mg-Gehaltes im Serum, welches wahrend 
der ganzen Dauer des Versuchs innerhalb der Grenzen des Normalen 
blieb. Gleichzeitig mit der Zunahme des Mg-Gehalts beobachtete man 
bei den behandelten Tieren (ein Hund und eine Hiindin) eine schnellere 
Gewichtszunahme als bei den Kontrollen. Der Gehalt an anorganischem 
Blutphosphor nahm zu bis zur Verdoppelung des Ausgangswertes bei 
den Prolantieren. 

Versuche an Kaninchen. 


Wie beim Hund folgt auf die Injektionen deutliches Ansteigen 
der Magnesiémie und minder deutliche Zunahme des Blutgehaltes an 
anorganischem P. Die Hypermagnesiimie und die Hyperphosphatamie 
dauern bis 15 Tage nach Beendigung der Prolandarreichung an. 


Kine Deutung der von uns erzielten Befunde ist recht schwierig. 
Unsere Kenntnisse der Rolle, welche das Magnesium im Gesamtsalz- 
stoffwechsel spielt, sind recht gering, ebenso wissen wir noch wenig 
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iiber die Beziehungen, welche zwischen eventuellen Anderungen des 
Blutgehaltes an diesem Elektrolyten und dem Verhalten der sonstigen 
Blutelektrolyte bestehen, wie auch iiber eventuelle Verschiebungen 
im Saure-Basengleichgewicht. Unzweifelhaft sind die Hyperphosphat- 
amie und die noch deutlichere Hypermagnesiimie, wie sie die 
Einfihrung der Hypophysenvorderlappenhormone in den Organismus 
zur Folge hat, gegenseitig aneinander gebunden. Ein drittes Element 
hingegen, welches sonst oft in Beziehung zu den Phosphorveranderungen 
sich mit zu verandern pflegt, bleibt hier unveraindert: das Calcium. 
Beim gegenwartigen Stand unserer Kenntnisse beschranken wir 
uns auf die Feststellung der Tatsache, ohne eine nahere Auslegung der 
von uns ermittelten Daten zu versuchen. Doch glauben wir die Ver- 
mutung 4uBern zu diirfen, daB, wie die Regulierung des Ca-Gehaltes 
des Blutes von der Tatigkeit der Nebenschilddriisen abhangig ist, der 
Mg-Gehalt des Blutes vom Hypophysenvorderlappen beeinfluBt ist. 
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Notiz iiber das optisch aktive Phenyl-acetyl-carbinol. 


Von 


K. Freudenberg. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg). 


(Eingegangen am 7. Januar 1932.) 


Etwa vor Jahresfrist habe ich wahrend eines Aufenthaltes in 
Amerika mit EF. Schoeffel eine Arbeit tiber die bisher unbekannte Kon- 
figuration des Ephedrins ausgefiihrt, die demnachst im Journal of the 
American Chemical Society erscheinen wird. Aus dem Amid der d(—)- 
Mandelsiure aus Amygdalin wurde mit Methyl-magnesium-jodid das 
linksdrehende Phenyl-acetyl-carbinol gewonnen, das bei der Hy- 
drierung in Gegenwart von Methylamin natiirliches (— )-Ephedrin ergab. 

Es war uns entgangen, daB zu derselben Zeit, als unsere Arbeit 
im Gange war, R. Roger dieselbe Synthese des (—)-Phenyl-acetyl- 
carbinols aus dem Amid der d(—)-Mandelsiure veréffentlicht hat?, 


allerdings in ganz anderem Zusammenhang und ohne Hinblick auf das 


Ephedrin. 


1 Diese Zeitschrift 230, 327 (1931). 


Berichtigung 


zur Arbeit C. Urbach, Quantitative Bestimmung des Acetons im Harn 
mittels des Stufenphotometers, diese Zeitschr. 236, 172, 1931: Zeile 14 
von unten lies 150 cem statt 15 cem. 





